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Úvod. Cílem práce bylo zavedení vyšetřovací metody BK virémie, verifikace její přesnosti, zjištění 
prevalence a rizikových faktorů BKV replikace a analýza průběhu a terapeutických přístupů BKV 
infekce a BKVN u pacientů po kombinované transplantaci ledviny a pankreatu (SPK) za účelem 
zavedení systematického skríningu.  
Metody. Výsledky BK virémie stanovené nově zavedenou metodou Affigene® PCR v IKEM a dle PCR 
protokolu Virologického centra, Basilej byly porovnány. Poté bylo vyšetřeno 183 SPK příjemců ke 
stanovení prevalence BK virémie, virurie  a BKVN a zhodnoceny rizikové faktory replikace BKV. 
Retrospektivně proběhlo hodnocení výsledků retransplantace po selhání štěpu na podkladě BKVN.  
Výsledky. Ze 100 vzorků analyzovaných dle Affigene® BKV trender a Transplantační virologie, Basilej 
PCR protokolů byla shoda obou metod 95%, Rho = 0,946, 95% CI: 0.920 – 0.963, P<0,0001, Bland–
Altman plot analýza: bias Basilej PCR protokol/Affigene® BKV trender: -0,1 (průměr) *±1.96 SD: -1,6 – 
1,3+ pro obě metody. Point prevalence byla analyzována u 183 pacientů; Virurie detekována u 17,3 
%, virémie u 3.8% pacientů. Pozitivní virurie >107 kopií/mL zjištěna u 3,7% pacientů, pozitivní virémie 
>104 u 1,6% pacientů současně s pozitivní virurií. BKVN zjištěna u 0,5% pacientů. Trvání diabetu před 
SPK (OR 5.24, 95% CI (1.22-22.6), p= 0.028) a opožděný nástup funkce štěpu ledviny (OR 3.38, 95% CI 
(1.38-8.24), p= 0.0085) jsou nezávislé rizikové faktory BKV replikace.  
Shrnutí. Affigene ® PCR protokol zavedený v IKEM ke stanovení BK virémie je kvalitní metoda 
srovnatelná  s výsledky PCR metody Virologického centra, Basilej. Prevalence pozitivní BK virémie, 
virurie i BKVN u SPK příjemců v našem centru je velmi nízká. Trvání diabetu před SPK a opožděný 
nástup funkce štěpu ledviny jsou nezávislé rizikové faktory BKV replikace.  Retransplantace ledviny po 
selhání na podkladě BKVN je metodou volby. 
Klíčová slova. Polyomavirus BK, Kombinovaná transplantace ledviny a pankreatu, kvantitativní real-










Introduction. The aim of the study was to introduce a new BKV PCR protocol in our centre and to 
verify its accuracy as well as to assess the prevalence, risk factors of BK virus replication, course of 
BKV infection and therapeutic approaches in simultaneous pancreas and kidney (SPK) recipients in 
order to design a screening protocol. 
Methods. The results analysed by both Affigene® and Transplantation Virology, Basel PCR protocols 
were compared. Thereafter 183 SPK patients were examined to assess the prevalence of BK viremia, 
viruria and BKVN and to identify the risk factors of BKV replication. The cases of retransplantation 
after a graft loss due to BKVN were retrospectively described. 
Results. 100 of results were analysed according to the Affigene ® and Transplantation Virology, Basel 
PCR protocols with the accordance of 95%, Rho = 0,946, 95% CI: 0.920 – 0.963, P<0,0001, Bland–
Altman plot analyses: bias Basel PCR protocol/Affigene® BKV trender: -0,1 (mean) *±1.96 SD: -1,6 – 
1,3] for both methods. Point-prevalence was assessed in 183 patients; Viruria found in 17,3 %, 
viremia in 3.8% of patients. High-level viruria >107 copies/mL detected in 3,7% of patiets, high-level 
virémia >104 in 1,6% of patients simultaneously with high-level viruria. BKVN was found in  0,5% of 
patients.  Diabetes duration before SPK (OR 5.24, 95% CI (1.22-22.6), p= 0.028) and delayed graft 
function (OR 3.38, 95% CI (1.38-8.24), p= 0.0085) were independent risk factors of BKV replication. 
Conclusion.  The Affigene ® PCR procokol newly introduced in our centre is a high-quality and fully 
comparable method with the Transplantation Virology, Basel PCR protocol. Prevalence of high-level 
BK viremia, viruria and BKVN were low in our centre. Diabetes duration before SPK and delayed graft 
function were independent risk factors of BKV replication. Kidney retransplantation after a graft loss 
due to BKVN is a relevant therapeutic option.  
Key words. Polyomavirus BK, simultaneous pancreas and kidney transplantation, quantitative real-
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2 Úvod  
     Výzkum polyomavirových infekcí jde ruku v ruce s transplantačním programem, kdy vzhledem 
k imunosupresivní terapii výrazně narůstá výskyt oportunních infekcí obecně. Z virových infekcí patří 
největší pozornost problematice CMV nemoci, která tíží i frekvencí výskytu patří k nejzávažnějším, 
nicméně ani polyomavirové infekce nejsou u imunosuprimovaných jedinců zanedbatelné.  
     BK-polyomavirová nemoc se nejčastěji projevuje jako intersticiální nefritis štěpu ledviny, proto 
drtivá většina doposud zveřejněných prací publikovala data o pacientech po transplantaci samotné 
ledviny.  Vzhledem ke specifické problematice a relativně nízkému počtu pacientů po kombinované 
transplantaci ledviny a pankreatu v jednotlivých centrech bylo o BKV infekci u této populace pacientů 
doposud publikováno velmi omezené množství informací.   
     Rozhodli jsme se proto zavést diagnostickou metodu BKV infekce v našem centru a následně 
provést prospektivní studii věnovanou frekvenci výskytu BKV infekce, rizikovým faktorům, terapii BKV 
nemoci, problematice re-transplantace štěpu po selhání na podkladě BK virové nefropatie a 
v neposlední řadě navržení skríningového programu BK virémie u pacientů po transplantaci ledviny a 
pankreatu. 
2.1  Taxonomie a základní charakteristiky polyomavirů 
     Polyomaviry patří mezi papovaviridae společně s lidským papillomavirem. Dle Baltimorské 
klasifikace je řadíme do skupiny I (viry s ds-DNA genomem). Rod polyomaviridae zahrnuje 
v současnosti 14 druhů, jejichž hostiteli jsou převážně savci. K zástupcům rodu polyomavirus patří 
jednak druhy, které způsobují onemocnění u člověka: tj.  polyomavirus BK (BK virus),  JC virus, dále 
Simian virus (SV40) způsobující onemocnění u opic (makakové) podobně jako JCV nebo BKV u člověka 
a další nově objevené (např. polyomaviry KI, WU a MCV-(Merkel cell polyomavirus)), které byly 
rovněž izolovány z lidských tkání (1). Zástupci rodiny polyomavirů vykazují přísnou druhovou i 
tkáňovou specifitu pokud jde o produktivní (lytickou) formu infekce, ale mohou indukovat maligní 
transformaci buněk i u druhů a tkání, které nejsou permisivní pro jejich replikaci.   
2.2  Epidemiologie BK viru v obecné populaci    
     BK virus je v prostředí běžně rozšířen, séropozitivitu v IgG třídě vykazuje více než 80% dospělé 
populace (1) (2) (3). Přenos se děje pravděpodobně již raném v dětství  (3.- 5.rok) cestou respiračního 
nebo zažívacího traktu. Mezi další možné způsoby přenosu BKV infekce patří cesta urino-orální, 
sexuální, krevními převody, transplacentárně a transplantací orgánů (1) (2). Primoinfekce bývá zcela 
bez příznaků nebo probíhá jako tzv. flu-like syndrom. Virus poté persistuje převážně v tubulárním 
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epitelu ledvin, v urotelu  a v prostatické tkáni. BKV DNA však byla izolována i z periferních 
mononukleárů, ze sleziny či z mozku. Není ještě zcela objasněno, zda virus po vstupu do buňky v ní 
pouze latentně persistuje nebo zda probíhá  jistá minimální míra replikace. Pozorování svědčí spíše 
pro intermitentní replikaci i u imunokompetentních jedinců, neboť u 3% zdravých těhotných žen ve 2. 
a 3.trimestru gravidity (1) a u 7% zdravých jedinců (dárců krve) (3) byla zjištěna BK-virurie.  
2.3 BKV infekce a BKV nemoc u imunosuprimovaných pacientů 
      U pacientů s vrozenou nebo získanou poruchou funkce nebo počtu CD4 a/nebo CD8 pozitivních T-
lymfocytů dochází k nárůstu replikace BK viru (BKV infekce) a k orgánovému poškození (BKV nemoc). 
Mezi nejčastější projevy BKV nemoci patří BK-virová intersticiální nefritis transplantované ledviny 
(BKVN) s klinickým obrazem asymptomatického zhoršení funkce štěpu (2). K dalším projevům BKV 
nemoci patří stenóza ureteru nebo striktura uretry u příjemců štěpu ledviny (1) (2) (4), dále pak 
hemoragická cystitis u pacientů po transplantaci hematopoetických kmenových buněk (2) (5) a u HIV 
pozitivních (2). Vzácně byly popsány jednotlivé případy systémové BKV infekce u HIV pozitivních 
pacientů či u dětských pacientů s vrozenými poruchami imunity nebo selhání vlastních ledvin u 
příjemců jiných orgánů (pankreas, srdce) (2). 
           BK virus byl poprvé popsán v roce 1971. Virus byl izolován z moči pacienta po transplantaci 
ledviny a byl pojmenován B.K. dle iniciál onoho pacienta (6).  Až v 90. letech 20. století však začala být 
infekce BK virem spojována s bioptickým obrazem intersticiální nefritis transplantované ledviny a 
začala být brána v úvahu jako možná příčina selhání funkce štěpu (7) (8) (9).   
2.4 Struktura BK viru 
2.4.1 Struktura genomu BK viru 
     Virion BKV je neobalený, jeho kapsida má tvar dvacetistěnu (ikosahedr) s kubickým typem 
symetrie, který měří v průměru 45µm. Kapsida obsahuje dvouvláknovou cirkulární DNA o velikosti 
5130 párů bazí (bp). Obě vlákna jsou nositeli dědičné informace. DNA má vysoce organizovanou 
strukturu, tzv. „supercoiled form“, podobnou plasmidové DNA, a je asociována se čtyřmi typy histonů 
(H2A, H2B, H3 a H4). Toto uspořádání zajišťuje, že maximum genetické informace (tj. 6 genů) zaujímá 
co nejméně místa (10). Genom BK viru vykazuje 75% homologii s JCV a 73% homologii s SV40 (2) (11). 
Znalost homologních sekvencí je důležitá v diagnostice, aby byla vyloučena zkřížená reaktivita s JCV či 
SV40.  
Genom BKV lze na základě funkce jednotlivých genů a čase jejich exprese rozdělit na region regulační, 
časný a pozdní. V regulačním (nekódujícím) regionu se nachází promotor, enhancer a replikační 
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počátek. Regulační region obsahuje sekvence, které se slouží jako vazebná místa hormonů (tzv. 
hormone response units), konkrétně např. glukokortikoid a/nebo progesteron response element 
(GRE/PRE) a estrogen response element (ERE) (12).   
      Dále následují geny časné fáze, které kódují mimo jiné „Large Tumor antigen (LT-Ag)“, „small T-
Ag“ a tzv. agnoprotein. Znalost sekvenční variability nukleotidů jednotlivých genů umožňuje na 
základě SNP (single nucleotid polymorphism) analýzy rozdělení BKV do jednotlivých subtypů (Ia, Ic, III, 
IV, V a VI). Prevalence jednotlivých genotypů v populaci se liší geograficky. Např. typ Ia je nejvíce 
rozšířen v Africe, Ic v severovýchodní Asii a Japonsku, III v Africe, IV a V v Evropě a v Asii a IV 
v jihovýchodní Asii (13). Typizace BKV se zpočátku prováděla sérologicky, nyní se však dává přednost 
genotypizaci prováděné na základě struktury genu VP1, genu Large T antigenu, popřípadě 
sekvenováním celého genomu. Sekvenování genomu BKV nám poskytuje jednak informace o evoluci 
BK viru (fylogenetický strom) a hlavně znalosti nutné při navrhování sond a primerů pro PCR 
diagnostiku (14).    
      T-antigen je nukleární fosfoprotein, který se váže se na replikační počátek, má DNA helikázovou 
aktivitu, aktivuje DNA-polymerázu hostitelské buňky a replikační protein A a interaguje s 
topoisomerázou I. T-antigen rovněž zasahuje do regulace buněčného cyklu interakcí s produkty 
tumor-supresorových genů (proteiny rodiny RB a p53, konkrétně p105, RB1, p107 a p130 RB2) a má 
tudíž významný onkogenní potenciál (11). Bylo prokázáno, že BKV T-antigen rovněž indukuje mutace 
genomu hostitelské buňky, tj. numerické a strukturální změny chromozomů. V  in vitro studii na 
lidských embryonálních fibroblastech byly po infekci BKV pozorovány zlomy, delece, duplikace, 
translokace, „ring-chromozomy“ i dicentrické chromozomy. Změny chromozomů u těchto buněk 
transfekovaných geny časné fáze BKV  (BKV early region) byly nejvíce patrné v období před 
imortalizací buněčné linie a před morfologickými změnami charakterizujícími maligně 
transformovaný fenotyp. Tato pozorování naznačují, že jde o příčinu a nikoli o následek maligní 
transformace.  
     Mechanismem inhibice apoptózy indukované proteinem p53 je umožněno přežití buněk 
s poškozenou DNA a není blokován jejich vstup do nové G1 fáze buněčného cyklu.  U lidských plně 
diferencovaných buněk však BKV T-antigen není schopen sám dokončit maligní transformaci buňky až 
k malignímu fenotypu a musí zde být interakce s dalšími onkogeny k dokončení této transformace 
(15).   
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      Geny pozdní fáze kódují kapsidové proteiny. Polyomaviry nekódují vlastní DNA polymerázu a 
jejich replikace tudíž závisí na enzymové výbavě hostitelské buňky (2) (10) (11). Tohoto poznatku lze 
využít při hledání účinných antivirových preparátů.   
2.4.2 Struktura virové kapsidy a vazebného místa na povrchu virionu 
     Kapsida virionu je složena ze 72 pentamerových podjednotek (kapsoméry). Kapsoméra vzniká 
interakcí tří kapsidových proteinů (VP1, VP2 a VP3). Zevní povrch virionu se skládá z 360 molekul 
hlavního kapsidového proteinu VP1. Kromě VP1 tvoří kapsidu 72 molekul proteinů VP2 a VP3, které 
jsou za běžných podmínek skryty uvnitř kapsidy a nejsou přístupné např. vazbě protilátek (16).   
    12 pentamerových a 60 hexamerových morfologických subjednotek dávají dohromady 
ikosahedrickou kapsidu s T=7d typem symetrie (17) (obr.1).   
 
 
Obr.1. Schéma tvaru virionu a uspořádání VP proteinů 
 
    Pentavalentní i hexavalentní pentaméry jsou spojené pomocí C-terminálních ramen (obr. 3). Každá 
kapsomera poskytuje 5 vazebných ramen a 5 jich získává od kapsoméry sousední. Tyto vazby jsou 
stabilizovány disulfidickými můstky a Ca2+ ionty. Jediná změna mezi volnou a vázanou VP1 
podjednotkou je strukturální změna na jejím N-terminálním konci, který formuje šroubovici, jenž 
fixuje sousední C-terminální rameno. Ve volném VP1 pentameru má tato část strukturu β řetězce, 
který je paralelní s G řetězcem a drží pohromadě skupiny na začátku C-terminálního ramene. Jedno 
z vysvětlení funkce této struktury je navádění C-terminálního ramene ven z „vlastní“ subjednotky a 




     Tři sousední VP1 proteiny formují vazebné místo pro interakci virionu se specifickými receptory na 
povrchu hostitelské buňky, konkrétně v případě SV40 se vážou na dvě ramena gangliosidu GM1  (16) 
(18). Strukturální analýza ukázala, že. gangliosid GM1  se váže na SV40 VP1 v mělkém žlábku 
tvořeném BC-, DE- a HI- kličkami.  α-5-N-acetylové řetězce neuraminidové kyseliny (NeuNAc) 
interagují se zbytky z HI- a BC1-kliček jednoho monomeru (tzv. kapsa 1). Navíc byly ještě popsány 
interakce mezi s BC2-kličkou, která je umístěna v sousedství ve směru hodinových ručiček. Gal-(β1,3)-
GalNAc rameno interaguje s HI, -BC2 a DE-kličkami, které jsou umístěné ve VP1 molekule 
v protisměru hodinových ručiček a tvoří tzv. kapsu 2. Síla vazby VP1-GM1 je velmi nízká (Kd 1-5mM), 
což je pravděpododbně zapříčiněno přítomností repetitivních vazebných míst. GM1 je přítomen 
pouze u primátů, zatímco u člověka připadá v úvahu komplex polyomavirové VP1 s GD1b a GT1b, 
jehož struktura zatím nebyla popsána (19). 
     Protein VP1 rovněž interaguje s HLA proteiny 1. třídy a s O-vázanými glykanovými molekulami. 
Hraje proto nejdůležitější úlohu v humorální imunitní odpovědi při polyomavirové infekci (2).   
2.5 Průnik polyomavirů do buňky a jejich interakce s nitrobuněčnými 
procesy 
 
2.5.1 Polyomavirové receptory na povrchu hostitelských buněk a vstup 
viru do buňky   
 
     Vstup viru do buňky je schématicky rozdělen do tří fází: adsorpce, penetrace a „uncoating“. Pro 
úspěšnou adsorpci vyžaduje BK virus přítomnost sialové kyseliny (resp. sialylovaných oligosacharidů) 
(16) (18) (20), které jsou součástí gangliosidů GD1b a GT1b na povrchu cytoplasmatické membrány 
hostitelské buňky. Oba tyto gangliosidy mají v poloze α-(2-3) vázané dva zbytky sialové kyseliny a jsou 
přirozenými receptory BK virů (20).  BKV vyžaduje k navázání a vstupu do buňky pouze α-2,3 vázanou 
sialovou kyselinu (21), zatímco např. JCV využívá α-2,3 i α-2,6 vázanou sialovou kyselinu jako receptor 
ke vstupu do permisivních gliálních buněk (22).  SV40 využívá jako receptor gangliosid GM1 a myší 
polyomavirus (mPyV) gangliosid GD1a (23).  Vazba na specifický receptor velmi pravděpodobně 
určuje další směřování internalizovaného virionu v buňce (24).  
     Sialové kyseliny jsou přítomné na povrchu všech buněk u vyšších obratlovců. Sialylace je terminální 
modifikace glykolipidů a glykoproteinů. Sialové kyseliny mohou tvořit vazbu s různými 
monosacharidy prostřednictvím glykosidických vazeb.  Funkčně slouží sialylace k zajištění soudržnosti 
sousedících buněk prostřednictvím specifických receptorů, podílí se na regulacích v imunitním 
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systému, na plasticitě neuronů či na mechanismu glomerulární filtrace (25). Chemicky tvoří základ 
sialových kyselin jádro s 6 glykosidickými prstenci, které mají navázané několik funkčních skupin 
(hydroxylovou typickou pro všechny karbohydráty na C2,  dále pak N-acetylovou skupinu na C5 a 
glycerolový řetězec na C6) (obr. 2).  





     Mnoho patogenů využívá sialové kyseliny jako bránu vstupu do buňky, patří mezi ně některé druhy 
virů (např. paramyxoviridae) i bakteriální toxiny patřící ke klostridiových neurotoxinům a AB5 
skupiny.  Nejznámější sialová kyselina je u člověka N-acetyl neuraminidová kyselina (NeuNAc). 
Využívá ji např. Influenza virus A, kdy při vstupu do buňky tvoří komplex virový hemaglutinin (HA) 
s oligosacharidem, který má v poloze α-2,3 a α-2,6 vázanou NeuNAc (26).  
U mPyV tvoří VP1 oligosacharidový komplex vazbu s fragmentem gangliosidu GD1a (27) a u SV40 VP1 
interaguje s gangliosidem GM1 (19).  Permisivita buňky pro infekci polyomaviry je mimo jiné 
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podmíněna také aktivitou kinázy skupiny Abl, protože Abl-kináza snižuje odbourávání gangliosidů 
v cytoplasmatické membráně inhibicí aktivity sialidázy a reguluje tak počet gangliosidů nutných 
k vazbě viru (28).  
     K vazbě na receptor viriony většinou rozpoznávají  karboxylovou funkční skupinu a vytvářejí 
vodíkové můstky s N-acetylovou skupinou. Pouze některé viry (např. SV40 VP1, Influenza HA a 
Rotavirus VP8) se vážou na principu tvarové komplementarity na glycerolový řetězec a vytváří 
vodíkové můstky. Většina virů také zvýrazní prohlubeň v oblasti vazebného místa, což změní polohu 
methylové skupiny vázané na N-acetylové skupině. Když jsou exponovány všechny vazebné skupiny, 
je vznik vazby podmíněn především polaritou prostředí.  Polární non-kovalentní interakce jsou totiž 
velmi slabé a vodíkové můstky mezi sialovými kyselinami a proteiny lze snadno nahradit kontaktem 
mezi molekulami vody a proteinovými atomy, aniž by došlo ke změně energetického stavu komplexu. 
Nepolární van der Waalsovy interakce mezi karbohydráty a proteiny jsou rovněž velmi slabé a jejich 
síla klesá se zvyšující se vzdáleností. Síly vazeb jsou stanovené experimentálně milimolárními 
afinitami protein-glykanových komplexů.  
     Vazebná místa receptorů jsou poměrně „mělká“ a nevylučují tudíž navázání nesprávných ligandů. 
Specificita vazby je zajišťována tím, že pouze správný ligand se váže kromě sialových kyselin a 
specifických gangliosidů i s ostatními ko-receptory. Konkrétně u virů Influenza HA, mPyV VP1 a SV40 
VP1 bylo prokázáno, že samotná vazba na sialovou kyselinu není dostatečná a ke vstupu virionu do 
buňky jsou nutné inerakce s dalšími sacharidy. Jako koreceptor JCV byl identifikován serotoninový 
receptor (5HT-2a), mezi koreceptory SV40 patří HLA proteiny I. třídy a pro  mPyV byl identifikován 
α4β1 integrin. U BKV nebyly ko-receptorové molekuly doposud identifikovány (18).   
Recentní studie naznačují, že ko-receptorů je pravděpodobně více. Dle Borissova et al. jsou 
pravděpodobně některé koreceptory lidských polyomavirů společné s koreceptory viru HIV. U HIV 
pozitivních pacientů, kteří byli infikováni zároveň polyomaviry, byla zaznamenána vysoká frekvence 
wt (divoké) formy chemokinových receptorů CCR5 (92% u BKV nebo JCV pozitivních, 100% u BKV i 
JCV pozitivních) a CCR2 (75% u BKV a 67% u JCV). Pokud byly tyto receptory mutované, bylo u jejich 
nositelů signifikantně nižší riziko PCR-pozitivní koinfekce polyomaviry. Tento výsledek může 
naznačovat, že receptory CCR5 a CCR2 ve své nemutované formě usnadňují vstup polyomavirů do 
buňky a přechod v lytickou formu infekce (29).  
     Po navázání virionu na příslušné receptory dojde ke konformačním změnám receptorů i 
kapsidových proteinů.  Tyto děje aktivují fůzi membrán, čímž je umožněna penetrace virionu do 





Obr. 3. Schéma adsorpce a penetrace virionu do buňky a schéma stabilizace vazeb mezi sousedními 
pentaméry pomocí C-terminálních ramen 
Vazebné místo SV40: interakce sialové kyseliny a Ser68, Thr276, Ser274, Asn272 – VP1 
Vazebné místo mPyV: interakce sialové kyseliny a Asn 293, His298, Gly78, Arg77, Tyr72 – VP1 
Upraveno dle Neu U et al. (18) 




2.5.2 Nitrobuněčný transport polyomavirů 
2.5.2.1 Transport virionu z povrchu buňky do endoplazmatického retikula 
     Mechanismus transportu z buněčného povrchu do endoplasmatického retikula (ER) byl podrobně 
studován u mPyV. Transport probíhá mechanismem kaveolární endocytózy.  Virion je internalizován 
v komplexu s gangliosidovým receptorem a poté v caveolin-pozitivních pinocytických vezikulách po 
reorganizaci aktinových filament za pomoci mikrotubulů transportován do endolysozomálního 
kompartmentu (časný a pozdní endozóm – lysozóm) a poté do ER. Nízké pH uvnitř endolysozómu 
zajišťuje konformační změny VP proteinů, které usnadní následující konformační změny VP proteinů 
v ER nutné pro penetraci z ER do cytosolu (30) (31).  Transport virionu z endolysozómu do ER je řízen 
gangliosidovým receptorem GD1a. Vazba na gangliosidy a po internalizaci směřování do ER jsou 
společné i pro některé bakteriální toxiny (32), což implikuje, že signál k tomuto směřování je zakotven 
ve strukturálních nebo fyzikálních vlastnostech gangliosidů (např. hydrofóbní lipidová struktura) (24).   
Produktivní infekce buňky lidskými JC a BK viry také vyžaduje nízké pH endolysozomálního 
kompartmentu (33) (34), což implikuje, že endolysozom je rovněž součástí jejich nitrobuněčného 
směřování.  Naproti tomu průběh infekce virem SV40 nezávisí na hodnotě pH endolysozómu (33). 
Předpokládá se proto, že SV40 je po internalizaci transportován do pH neutrálního kaveozómu a poté 
prostřednictvím kaveolin-free COP1 pozitivních vezikul do ER (35) (Obr.4).  
Transport polyomavirů uvnitř buňky je umožněn jejich zásahem do regulace nitrobuněčných pochodů 
(např.  SV40 aktivuje kináz-dependentní signalizaci, která zvýší novotvorbu dynaminu a intenzitu de- 




Obr. 4. Schéma transportu polyomavirů v buňce (upraveno dle Sapp M, Day PM (16) ) 
 
2.5.2.2 Děje probíhající v endoplazmatickém retikulu a vstup virové DNA do 
jádra 
     V  ER proběhne parciální „uncoating“. Celý proces v ER začíná změnou konformace kapsidových 
proteinů, která je na molekulární úrovni dána interakcí VP1 s ERp29 proteinem. ERp29 protein patří 
do rodiny PDI proteinů s protein disulfid-isomerázovou aktivitou, která je dána přítomností CXXC 
motivů v oblasti thioredoxinových domén. Tyto domény zajištují redukci i oxidaci disulfidických vazeb 
nově syntetizovaných proteinů (37).  
     Výsledkem této interakce je uvolnění trypsin-senzitivní oblasti  VP1 proteinu (23). Konformační 
změna navodí expozicí trypsin-senzitivních oblastí rozštěpení vazeb mezi C-terminálními rameny VP1 
a tím se destabilizují pentamer-pentamer vazby, které udržují virion pohromadě. Rozštěpení těchto 
vazeb umožní virové částici navázat se na membránu ER a penetrovat strukturou lipidové membrány. 
Částěčně destabilizovaný virion mnohem snadněji pronikne do cytosolu, kde signální sekvence pro 
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transport do jádra (nuclear localization signals-NLS), která je součástí VP1, jej nasměruje do jádra 
cestou jaderných porů (16) (18). Jakmile tedy virion vstoupí do ER, je rozpoznán kontrolními 
mechanismy ER a předložen PDI proteinům. Interakcí s PDI proteiny dojde k izomerizaci specifických 
disulfidických vazeb, které destabilizují kapsidu virionu. Destabilizovaný virion je poté rozpoznán ER 
asociovanými degradačními proteiny ze skupiny ERAD (Derlin 1,2 a SelL1) jako protein s chybnou 
strukturou (misfolded protein) a je transportován z ER do cytosolu, kde se působením prostředí 
s nízkou koncentrací Ca2+ iontů dokončí destabilizace virionu. Rozvolněním pentamer-
pentamerových vazeb dojde k uvolnění NLS, které jsou součástí kapsidových proteinů. I přes 
rozvolnění vazeb zůstávají kapsidové proteiny vázané k virovému mini-chromozomu a komplex virový 
protein+mini-chromozóm je transportován cestou intaktních nukleárních pórů. DNA se tak dostává 
do jádra (38) (39) (40) (Obr.5).  
 
Obr.5. Schéma dějů probíhajících v ER a přechod polyomavirové DNA do jádra (Dle Neu U et al. 
(18)) 
NLS – nuclear localization sinals  
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2.5.3 Latence a interakce polyomavirové DNA s jadernými doménami 
2.5.3.1 Episomální latence polyomavirové DNA 
     Po vstupu do jádra persistuje polyomavirová DNA s tzv. episomální latencí. Při episomální 
(extrachromozomální) latenci je virová DNA patrná jako lineární nebo lariátní struktury vznášející se 
v jádře nebo v cytoplasmě cílových buněk. Genetický materiál viru je při episomální latenci na rozdíl 
od tzv. provirové latence velmi náchylný k degradaci ribozymy a dalšími mechanismy chránícími 
buňku před cizí DNA. Episomální latenci vykazují kromě polyomavirů ještě další DNA viry, např. 
herpes viry, EBV, cytomegaloviry nebo papilomaviry (41). Tohoto poznatku lze využít v genové 
terapii, neboť základním požadavkem je přenést do buňky nový gen, který bude co nejdéle 
persistovat v buňce a bude probíhat jeho replikace aniž  by se tento nový gen včlenil do jaderné DNA 
(42). První stabilní episomální vektor byl založen na sekvencích odvozených od BK viru (43).  
 
2.5.3.2 Interakce polyomavirové DNA s jadernými doménami 
     Pokud není pro persistenci nutný vstup virové DNA do jádra, resp. její integrace do genomu buňky, 
vyhne se interakci s ND10 doménou, která aktivuje antivirovou obranu buňky zprostředkovanou 
interferonem α. Během aktivní replikace BKV DNA je však interakce se subnukleární ND10 doménou 
klíčová. ND10 doména je složena ze 3 subjednotek a má mnoho funkcí, např. při regulaci apoptózy, 
odpovědi na stresové podněty, senescenci, ubiquitinaci či regulaci genové exprese. Vzhledem k jejím 
mnoha funkcím byla studována i její role v procesu onkogeneze.  ND10 doménu tvoří  PML protein, 
hDaxx nukleární protein a protein sp100.  Funkce PML proteinu byla popsána u pacientů s akutní 
promyelocytární leukémií, kteří mají reciprokou chromozomální translokaci, při níž dochází k fůzi PML 
proteinu s nukleárním receptorem pro kyselinu α-retinovou.  PML, známý také pod názvem TRIM 
protein, obsahuje funkční skupiny „RING finger“, jednu nebo dvě „B-boxes“ (oblasti bohaté na 
cystein/histidin) a tzv. α-helikální „coiled-coil doménu“.  Tato oblast umožňuje PML proteinu 
interagovat s ostatními regulačními proteiny a má i homo-oligomerizační funkci. Tato funkce je 
klíčová pro strukturu ND10 domény i PML proteinu jako supresoru buněčného růstu a maligní 
transformace. hDaxx je vysoce evolučně konzervovaný jaderný protein.  Obsahuje domény bohaté na 
serin/prolin/threonin, acidickou doménu, „coiled-coil region“ a dvě párové amfipatické šroubovice. 
Hraje roli v regulaci apoptózy a genové exprese. V regulaci genové exprese funguje jako ko-represor 
transkripce. Inhibuje tedy expresi genů mechanismem suprese aktivity transkripčních faktorů, 
konkrétně např. Ets-1, NF-κB, Pax3, proteinů z rodiny  p53, glukokortikoidních, mineralkortikoidních a 
androgenních receptorů.  Protein Sp100 je rovněž důležitý při regulaci genové exprese a při inhibici 
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buněčných i virových promotorů, jeho hlavní funkcí se ovšem zdá být právě rozpoznávání cizorodé 
DNA mechanismem preferenční interakce s non-methylovanými CpG oblastmi, neboť DNA virového 
původu je hypo-methylována.  Sp100 a PML proteiny jsou interferon-inducibilní.  
     ND10 doména však zároveň hraje klíčovou roli při replikaci BKV a „assembly“ virionu, neboť 
amplifikace virové DNA indukovaná T-antigenem je podmíněna interakcí T-ag s ND10 doménou. DNA 
asociovaná s ND10 doménou je preferenčně jednovláknová, což může souviset s nutností využít 
schopnost DNA-repair mechanismů ND10 domény. I vznik nových virionů je s nejvyšší 
pravděpodobností vázán na interakci s ND10, neboť byla prokázána významná akumulace VP1, VP2, 
VP3 i virion-like partikulí v těsné blízkosti ND10. Dle posledních výzkumů bylo zjištěno, že masivní 
produkce nových virionů vede k poškození struktury tohoto subnukleárního proteinu, což vede 
společně s dalšími mechanismy k zániku hostitelské buňky během aktivní replikace BK viru (44).  
Pro úspěšnou replikaci virové DNA a novotvorbu kapsidových proteinů je esenciální zabránit 
předčasné apoptóze infikované buňky. Děje se tak manipulací DNA-repair mechanismů, zásahy do 
regulace buněčného cyklu, inhibicí caspáz a/nebo produkcí virových „analog“ proteinů rodiny Bcl-2 
(45).  
 
2.5.4 Replikace polyomavirové DNA a transkripce virových proteinů 
     Mechanismus replikace polyomavirové DNA byl podrobně popsán u viru SV40 (46). Bezprostředně 
po průniku polyomavirové DNA do jádra začíná transkripce tzv. časného regionu polyomavirového 
genomu, který zahrnuje mimo jiné i geny kódující „large tumor antigen“ (TAg). Replikace virové DNA 
je zahájena v okamžiku, kdy TAg interaguje s počátkem replikace SV40 (SV40 origin of replication-ori). 
Poté se ATP naváže na TAg ATPázovou doménu čímž zvýší afinitu a tím dovolí asociaci TAg s ori a 
zároveň katalyzuje TAg hexamerizaci a následně interakci dvou hexamérů (dodecamerizaci) (47). TAg 
hexaméry se poté částečně mísí s DNA (48) a asociují s dalšími proteiny, které se podílejí na replikaci, 
tj. DNA topoisomeráza I (Top1), replikační protein A (RPA) a DNA polymerázová α-primáza (pol-prim) 
(49).   
Jakmile byla replikace zahájena, nastane tzv. „polymerázový switch“ a pol-prim je nahrazena 
replikačním faktorem C (RFC), proliferating-cell nukleárním antigenem (PCNA) a DNA polymerázou-δ 
(50)  (51). 
V závěrečném kroku TAg dodecamer působí jako bi-direkční helikáza, která hydrolyzuje ATP a 
rozvolňuje helikální strukturu DNA v průběhu replikace (52).  
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Další oblast v TAg důležitá pro replikaci virové DNA v infikovaných buňkách je J-doména, která je 
bohatá na N-konce (TAg’s N-terminus) (53). J domény jsou vysoce konzervované struktury, 
prostorově uspořádané do čtyř helikálních svazků (four-helical bundles). Nejčastěji je nacházíme 
v Hsp40 molekulárních chaperonech. Funkcí J domény je zprostředkování interakce Hsp40 a Hsp70 
chaperony, čímž dojde ke stimulaci Hsp70 ATPázové aktivity a k posunutí polypeptidového substrátu 
z Hsp40 směrem k Hsp70 (54). TAg J doména interakcí s Hsp70 napomáhá disociaci komplexu 
transkripčního faktoru Rb-E2F (55), což iniciuje buněčný cyklus. Úspěšné vytvoření komplexu TAg-
Hsp70 je také klíčové při TAg zprostředkované buněčné transformaci (56). Hsp70 navíc hraje 
nezanedbatelnou roli při „uncoating“ viru (57) a naopak v mechanismu „assembly“ virionu v pozdní 
fázi infekce interakcí s kapsidovými proteiny (58).  
Strukturální proteiny (V1, VP2 a VP3) jsou syntetizovány v pozdním stádiu virové infekce a využívají 
k tomu proteosyntetický aparát v cytoplasmě hostitelské buňky. Vytvořené VP proteiny jsou poté 
importovány do jádra (59). 
 
2.5.5 „Assembly“, maturace a uvolnění nových virionů  
     Základní paradigma kompletování (assembly) virové partikule se týká krystalizace VP podjednotek, 
které tvoří kapsidu na základě fyzikálně-chemických interakcí mezi jednotlivými strukturálními 
proteiny. Jejich uspořádání tak nemusí být geneticky kódováno. Termodynamicky stabilní virové 
partikule tak mohou vzniknout i in vitro interakcí kapsidových proteinů a nukleových kyselin (60). 
Mechanismus self-assembly závisí na síle přitažlivých vazeb mezi proteinovými kapsomérami, které 
mohou být dle zákonů termodynamiky ovlivněny změnou reakčních podmínek, tj. např. změnou pH 
nebo koncentrace Ca2+ (61).  
Práce ze 70.let 20.století publikovaly další  základní poznatek, že k assembly viru SV40 dochází již 
uvnitř jádra interakcí a organizací kapsomer okolo virového minichromozomu, spíše než že by DNA 
byla inkorporována do již preformované kapsidy (62).  Interakce se chaperony hraje v tomto 
mechanismu důležitou roli (63). 
  
Ve studijích autorů Clever et al. (64) a Li et al. (65) měly všechny tři kapsidové proteiny nespecifickou 
vysokou afinitu k DNA, což vedlo k nastolení otázky, jak v prostředí velkého množství buněčného 
chromatinu rozpoznají kapsidové proteiny DNA virového minichromozómu. To vedlo k identifikaci 
„packaging“ signálu v  genomu SV40 (ses) (66). Ses je lokalizován v regulačním regionu virového 
genomu (67) v oblasti bohaté na „GC-boxes“, což zahrnuje šest GGGCGG elementů přítomných v 
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 21pb dlouhých repetitivních sekvencích, které vážou transkripční faktor Sp1 (68). Sp1 a ses společně 
interagují a atrahují tím kapsoméry k SV40 minichromozómu.  
Jak produktivní infekce buňky pokračuje a v jádře je již dostatečné množství kapsidových proteinů, je 
virová DNA prostřednictvím interakce ses s Sp1 preferenčně nucena interagovat s kapsidovými 
proteiny za současného „vypnutí“ časného i pozdního promotoru a vytvoření „nukleačního centra“ 
pro assembly (69).  
 
Během maturace virionu jsou nukleozómy redistribuovány okolo virového minichromozómu (70). 
Nukleozomální reorganizace je spouštěna kapsidovými proteiny. Děje se tak odstraněním 
transkripčních a replikačních faktorů z regulačního regionu. Např. Sp1, který hraje hlavní roli 
v procesu assembly, již není přítomen ve „zralém“ virionu (71). Závěrečná kondenzace 
minichromozómu je pravděpodobně konformačně-energeticky závislý proces, který je řízen 
interakcemi a vazbami kapsomérami ve struktuře ikosahedrické kapsidy (72). 
 
Lýze buňky indukována uvolněním nově syntetizovaných virových partikulí byla zpočátku považována 
za výsledek souhry nespecifických dějů (následek „vyčerpání“ proteosyntetického aparátu a 
poškození subnukleárních struktur při excesivní proteosyntéze a replikaci virových součástí), což 
způsobí nevratné změny v permeabilitě buněčné membrány. Nicméně poznatek, že rozpad buňky je 
„načasován“ a dochází k němu vždy až po dokončení assembly nových virionů implikuje, že 
cytolytické viry mají mechanismus, který zajišťuje, že k indukci buněčné smrti dojde až ve správný čas.  
Tento mechanismus byl popsán v práci Daniels et al. (73), který identifikoval nový gen viru SV40, 
nazvaný VP4, který je exprimován velmi pozdě (24h po genech pro strukturální proteiny VP1, VP2, a 
VP3). Právě protein VP4 je zodpovědný za správné načasování lytického uvolnění nových funkčních 
virových partikulí, které umožní efektivní šíření infekce virem SV40 v kultuře. 
 
2.6 BK-virus specifická imunita 
       Při prvním setkání s BKV primoinfekce aktivuje nejprve nespecifické imunitní reakce, které jsou 
následované tvorbou specifických protilátek (IgM a IgG) a antigen (HLA)-restricted T lymfocytů. Po 
zpracování antigenů BK viru antigen prezentujícími buňkami vzniká populace epitop-specifických   
CD4 + T-lymfocytů. Tyto CD 4 + T-lymfocyty jsou aktivovány interakcí s antigeny BK viru vázanými na 
HLA II. třídy a řídí produkci cytokinů, které stimulují makrofágy, CD8+ T-lymfocyty (pomocí interakce 
s T-helpery 1.třídy) a B-lymfocyty (pomocí interakce s T-helpery 2.třídy). Virus-specifické cytotoxické 
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CD8+ T-lymfocyty indukují po rozpoznání virových antigenů na povrchu buňky lýzu infikované buňky 
pomocí perforin-granzymů. Po zvládnutí infekce většina cytotoxických T-lymfocytů zaniká 
mechanismem apoptózy, ale část jich zůstává v poolu paměťových buněk.  Schopnost reaktivace a 
replikace subpopulace BKV-specifických paměťových buněk je klíčová pro kontrolu latentního stádia 
virové infekce.  Monitorace interferon γ-secernujících T-lymfocytů ukázala, že jejich počet nepřímo 
úměrně koreluje s BK virémií a virurií (74). Dynamika BKV-specifické buněčné imunity je tedy 
důležitým ukazatelem rizika vzniku BKVN i šance na snížení již probíhající replikace BKV. Studiem 
epitop-specifických interferon γ produkujících T-lymfocytů bylo zjištěno, že CD4+ T-lymfocyty byly 
nejčastěji VP1-specifické, zatímco CD8+ T-buňky byly cílené převážně proti large-T antigenu (75).  
2.7 BKVN po transplantaci ledviny 
     Prevalence BKVN u pacientů po transplantaci ledviny dosahuje v některých centrech 1%-10%, což 
odpovídá incidenci 8% vypočtené dle Kaplan-Meiera. Většina případů BKVN je diagnostikována 
během prvního roku od transplantace, ale více než čtvrtina případů se rozvine později (76) (77). 
Vasudev et al. rovněž prokázal, že většina biopticky potvrzených nálezů BKVN byla v prvním roce po 
transplantaci (median 318 dní, rozsah  48-1356 dní) (78).   
       BKVN patří k častým příčinám selhání štěpu ledviny, neboť u 30-60% pacientů s prokázanou BKVN 
dochází k progresivnímu zhoršování funkce štěpu a k jeho selhání (78) (79). Dle Hirsche et al. (76) 
došlo k selhání štěpu dokonce až u 80% pacientů s biopticky prokázanou BKVN.   
2.7.1 Rizikové faktory BKVN 
     Míra rizika zvýšené replikace BK viru (a následného rozvoje BKVN) je v obecné rovině dána 
souhrou faktorů, které zahrnují stav pacienta, stupeň imunosuprese, stav transplantovaného orgánu 
a virus samotný.  Za nejdůležitější rizikový faktor vzniku BKVN je v současné době považována 
imunosupresivní terapie (79) (80).   
     Užití antithymocytárních preparátů (konkrétně ATG) k indukční imunosupresi nebylo asociováno 
se signifikantně vyšším rizikem BK virémie, virurie nebo BKVN (81), dle Prince et al.  ale bylo použití 
ATGAM®  k indukci prokázáno jako rizikový faktor vzniku BKVN (82). Podání antilymfocytárních 
preparátů k terapii akutní kortikorezistentní rejekce bylo naopak silně asociováno s nárůstem 
replikace BKV (79) a to zvláště u pacientů, kteří užívali tacrolimus a mykofenolát mofetil (MMF) (80).  
Z imunosupresivních preparátů užívaných dlouhodobě po transplantaci (tzv. „maintenance 
immunosuppression“) se zdá být nejvyšší riziko BKV replikace pro  kombinaci tacrolimus/MMF (80) 
(82). Dle Brennan et al. (81) nebylo spojeno vyšší riziko vzniku transientní BK virémie a virurie 
s užívaním tacrolimu (versus cyklosporin A (CyA)), ale persistující BK virémie byla pozorována u 7,5% 
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pacientů uživající tacrolimus a pouze u 1,5% pacientů léčených CyA. Nejnižší incidence BK virémie 
byla naopak spojena s kombinací CyA/MMF (81) (82).  
     Kromě imunosupresivní terapie patří k rizikovým faktorům dále vyšší věk, mužské pohlaví, 
bělošské etnikum, diabetes mellitus, negativní sérostatus před transplantací, vyšší počet HLA neshod 
mezi dárcem a příjemcem a epizoda akutní rejekce a její léčba v prvním roce po transplantaci (80). 
Dle Bressollette-Bodin et al. patří mezi rizikové faktory i studená ischémie štěpu ledviny delší než 24 
hodin (83).  
2.7.2 Diagnostické metody BKVN 
     Z diagnostických metod se k průkazu replikace BK viru nejčastěji v klinické praxi používají 
následující: 
2.7.2.1 Exfoliativní cytologie moči  
     Jedná se o cytologické vyšetření moči, kdy po fixaci ve formaldehydu a centrifugaci se vzorek barví 
dle Papanicolaua. Ve světelném mikroskopu lze poté pozorovat tzv. decoy buňky, což jsou epitelie 
distálních tubulů a/nebo urotelie se zvětšeným, nepravidelným, hyperchromním jádrem, jenž je 
vyplněno basofilními inkluzemi, které jsou obklopené chromatinem. Jádro má často až „vezikulární“ 
vzhled a mívá po obvodu projasnění – tzv. „halo“. Obraz nepravidelností jádra implikuje nádorové 
změny, proto „decoy“ – návnada. K dalším možnostem průkazu decoy-buněk patří 
imunohistochemické barvení nebo pozorování metodou fázově-kontrastní mikroskopie (84).  
Tato metoda je semikvantitativní a hodí se zvláště ke skríninku rizikových pacientů. Maximum 
pozitivních nálezů bylo 16 týdnů po transplantaci ledviny (medián, rozsah 2-69týdnů). Negativní 
prediktivní hodnota vyšetření pro BKVN byla 99%, pozitivní prediktivní hodnota pro BKVN však pouze 
29%. U většiny pacientů pozitivita decoy buněk o 4 týdny (medián) předcházela BK virémii a o 12 
týdnů BKVN (80). V případě nepřítomnosti epiteliálních buněk ve vzorku však můžeme dostat falešně 
negativní výsledek, což výrazně snižuje atraktivitu tohoto vyšetření jako skríningového testu.  
 
2.7.2.2 Kvantitativní real-time PCR    
     Kvantitativní real-time PCR je molekulárně-biologická metoda, která slouží k enzymatické replikaci 
DNA. Touto metodou lze prokázat a kvantifikovat počet kopií DNA BK viru v plasmě a v moči.   
Jedná se o cyklickou reakci, díky které je možno amplifikovat určitý námi vybraný úsek molekuly DNA. 
Nejprve je ovšem nutné provést extrakci DNA ze vzorku. K izolaci DNA je zapotřebí etanol, citrát 
sodný, hydroxid sodný a reagencie určené k lýze buněčných membrán a homogenizaci DNA. 
26 
 
Reagencie lyzující buněčné membrány jsou jednak na bázi detergentů (detergent + quanidin) (např. 
DNAzol®), které jsou netoxické, nebo obsahující fenol (např. TRI REAGENT® - RNA / DNA / PROTEIN 
ISOLATION REAGENT). TRI Reagent® obsahuje fenol a guanidin thiokyanát. Biologický vzorek je jím 
lyzován a homogenizován. Homogenát je po přidání chloroformu nebo  bromochloropropanu a 
centrifugaci separován na „vodní“ a „fenolovou“ fázi. RNA zůstává pouze ve „vodní“ fázi, DNA v 
„interfázi“ mezi „vodní“ a „fenolovou fází“ a částečně ve „fenolové“ fázi a proteiny pouze ve 
„fenolové“ fázi.  DNA je následně sekvenčně precipitována z „interfáze“ a „fenolové“ fáze etanolem, 
poté následuje promytí a solubilizace.   
2.7.2.2.1 Extrakce DNA ze vzorku 
Extrakci DNA lze schématicky rozdělit do čtyř kroků: 
1. Homogenizace DNA: Po přidání 1ml TRI Reagent®, chloroformu nebo  bromochloropropanu 
a centrifugaci (2,000 g po dobu 5 minut při 4°C) dojde k rozdělení obsažených organických 
molekul ve vzorku do vrstev dle rozpustnosti (polarity) a molekulové hmotnosti. Pro izolaci 
DNA nás dále zajímá hlavně interfáze a fenolová fáze. 
2. Precipitace DNA:  Precipitace DNA z interfáze a fenolové fáze za pomocí etanolu se provádí 
přidáním 0.3 ml 100% etanolu na 1 ml TRI Reagentu, který byl použit pro iniciální 
homogenizaci. Po důkladném promíchání se vzorek ponechá stát 2-3 minuty při pokojové 
teplotě. Poté následuje centrifugace 2,000 g po dobu 5 minut při 4°C. Opatrné odstranění 
zbytků vodní fáze je důležité pro kvalitu purifikované DNA.       
3.  Promývání DNA: Peleta obsahující DNA se 2x promyje v roztoku 0.1 M citrátu sodného v  
10% etanolu. Množství použitého roztoku se řídí množstvím TRI Reagentu použitého 
k iniciální homogenizaci (1ml:1ml). Při každém promývacím cyklu je důležité ponechat peletu 
v promývacím roztoku 30 minut při pokojové teplotě za periodického míchání.  Poté vzorek 
centrifugujeme (2,000 g, 5 minut, 4°C ). Následně suspendujeme DNA peletu v 75% etanolu 
(1.5-2 ml 75% etanolu na 1 ml TRI Reagentu), necháme opět odstát  10 - 20 min při pokojové 
teplotě za periodického míchání a následně centrifugujeme (2,000 g, 5 minut, 4°C ). Tento 
etanol promyje DNA a zbaví peletu narůžovělé barvy.   
4. Solubilizace DNA:  Nejprve je nutné odstranit etanolový promývací roztok a nechat DNA 
peletu vysušit ponecháním zkumavek otevřených při pokojové teplotě po dobu 3-5 minut. 
Poté se peleta šetrně pomocí pipety rozpustí v 8 mM NaOH.  Přidáním adekvátního množství 
8 mM NaOH bychom měli docílit koncentrace DNA 0.2 - 0.3 µg/µl. Většinou se tak přidává    
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0.3 - 0.6 ml 8 mM NaOH do DNA izolované z 50 - 70 mg tkáně nebo ze 107 buněk.  Lehce 
alkalické pH roztoku zajišťuje dobré rozpuštění DNA pelety. V tomto stádiu extrakce DNA 
vzorek stále obsahuje nerozpustné složky (např. fragmenty buněčných membrán atd.). Tento 
materiál se odstraní centrifugací (12,000 g po dobu 10 minut při 4°C). Centrifugací získaný 
supernatant obsahující DNA se přesune do nové zkumavky. Jeho vysoká viskozita signalizuje 
přítomnost DNA s vysokou molekulovou hmotností.  
Po úpravě pH (HEPES – množství dle jeho koncentrace a požadovaného výsledného pH) lze rovnou 
přikročit k provedení PCR nebo je možno vzorek DNA zamrazit na -80 °C (85).  
     Celý proces extrakce DNA je vysoce náročný na čistotu pracovního prostředí (riziko kontaminace 
vzorku DNA z prostředí) a na přesnost jeho provedení. Jakákoli nepřesnost (nedostatečné odstranění 
„vodní“ fáze, nedodržení vypočteného množství reagencií či špatné promytí) může způsobit 
nedostatečnou extrakci DNA, oslabení vazby sondy/primerů k templátové DNA nebo inhibici PCR 
reakce.  
     Mezi nejčastější mechanismy PCR inhibice patří jednak kovalentní vazba s DNA, přímé ovlivnění 
aktivity DNA polymerázy nebo vyvázání kofaktorů nutné pro její působení (hlavně Mg2+). K hlavním 
PCR inhibitorům proto patří: žlučové kyseliny, komplexní polysacharidy, kolagen, hem, hemoglobin, 
melanin a eumelanin, myoglobin, proteinázy, Ca2+, urea, laktoferrin, krev, Imunoglobuliny (zvl. třídy 
IgG), triglyceridy a sérové bílkoviny. PCR inhibuje i nadbytek solí použitých při purifikaci DNA (KCl, 
NaCl, deoxycholát sodný), dále pak detergenty (např. sarkosyl - lauroyl sarcosinát sodný) nebo SDS 
(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) (86).  
  
     Pro zvýšení přesnosti a minimalizaci chyb je proto doporučováno použití firemních izolačních kitů, 
které dodají dané množství jednotlivých reagencií již připravené ve zkumavkách. Tím se minimalizuje 
počet kroků, které musíme provést, a při přesném dodržení návodu i riziko chyby. V praxi se proto 
spíše než manuální izolace DNA používají kity založené na principu extrakčních kolonek (tzv. spin 
column kits) nebo purifikace DNA pomocí magnetických partikulí na bázi magnetického oxidu 
křemičitého (např. NucliSens®easyMAG™) (87).  
 
2.7.2.2.2 PCR reakce 
     K provedení samotné PCR je zapotřebí purifikovaná DNA, pufrovací roztok s termostabilní DNA 
polymerázou (např. Taq polymeráza), oligonukleotidové primery, sonda (oligonukleotid 
komplementární k  vyšetřované sekvenci-templátu), čtyři druhy dNTP (deoxynukleotidtrifosfáty),  
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kofaktor MgCl2 a enzym zajištující dekontaminaci cizorodou DNA (např. UDG - Uracil-DNA-
glykosyláza), která excizí uridinů kontaminující DNA destabilizuje a tím nedochází k její amplifikaci. 
Pro kontrolu správnosti průběhu reakce se přidávají tzv. pozitivní a negativní kontroly. Pozitivní 
kontroly (exogenní a endogenní) jsou vzorky, které obsahují dané množství neinfekční syntetické 
DNA a PCR reagencie. Detekujeme jimi kvalitu použitých reagencií (zda došlo k extrakci DNA a zda 
probíhá amplifikace), přítomnost inhibitorů a dále slouží ke standardizaci množství vyšetřované DNA 
ve vzorku (tvorba kalibrační křivky). Negativní kontroly (tzv. „No Template Control“ - obsahuje pouze 
vodu a reakční směs a „No amplification control“ -  obsahuje všechny komponenty kromě DNA 
polymerázy) slouží k detekci dimérických primerů, kontaminace a degradace sondy (87).    
Reakce začíná denaturací, kdy po kompletním rozvolnění vyšetřované DNA vzniknou vazebná místa 
pro primery. Počáteční denaturace se provádí při 95°C po dobu obvykle 2 až 5 minut.  
Po ukončení počátečního tzv. UNG (např. UDG) kroku a denaturace následují cykly PCR, které se 
skládají ze tří kroků: 
     1. Denaturace – reakční směs se zahřeje na teplotu 94 – 96 °C. Dochází k relaxaci a rozvolnění 
molekuly dsDNA do dvou ss molekul - vzniká tzv. templátová DNA.   
     2. Navázání primerů (annealing) – ochlazení reakční směsi na 50 – 65 °C umožní navázání primerů 
k jejich komplementárním úsekům na ssDNA, čímž označí DNA polymeráze „začátek“ a „konec“. 
Teplota určuje specifičnost vazby primeru na templát a stanovuje se empiricky. 
     3. Polymerizace – zahřátím reakční směsi na 70 – 72 °C se umožní navázání DNA polymerázy na 
místo označené primerem (tzv. „forward primer“). Poté následuje samotná polymerizace, tj. 
novotvorba oligonukleotidů dle sekvence templátové  DNA, která je komplementární se sondou, až 
k dalšímu primeru označujícímu konec replikace (tzv. „reverse primer“) za pomoci volných dNTP. 
Nově syntetizované řetězce slouží jako templáty pro další cyklus reakce. Nárůst produktů reakce je 
proto exponenciální. 
Tento cyklus se mnohokrát opakuje a během krátké doby tak dochází k mnohonásobné amplifikaci 
vyšetřované sekvence DNA (88).  
2.7.2.2.3 Kvantifikace počtu kopií DNA 
     Pro kvantifikaci počtu kopií DNA se využívá principu fluorescence, resp. nárůstu její intenzity 
během reakce. Základní požadavek je, aby když je DNA jednovláknová a neprobíhá polymerizace, byla 
minimální intenzita fluorescence, a aby došlo k jejímu nárůstu, jakmile polymerizace začne.  Toho lze 
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docílit několika způsoby. Nutným požadavkem je označení sondy látkou s fluorescenční aktivitou 
(fluorofor) a přítomnost tzv. zhášeče (quencher), což je látka, která akceptuje energii fluroforu a mění 
jí na fluorescenci jiné vlnové délky nebo na teplo. „Zhášení“ fluorescence lze tedy docílit několika 
způsoby dle použitého typu sondy. Důležitá je volba správného páru fluorofor – quencher.  Nejčastěji 
jde o metodu, kdy fluorofor je připojen na 3’- a zhášeč na 5‘-konec sondy (např. TaqMan® sonda, 
Molecular Beacons atd.). Excitovaný fluorofor předává svou energii zhášeči, který fluoreskuje, ale 
jedná se o fluorescenci jiné vlnové délky, než vydává fluorofor a její intenzita je nízká (tzv. FRET - 
Fluorescence Resonance Energy Transfer). Při vazbě sondy na komplementární sekvenci DNA se 
aktivuje Taq polymeráza, která začíná sondu štěpit od 5‘-konce. Díky její 5’-3’ exonukleázové aktivitě 
dochází k oddělení fluoroforu a zhášeče a intenzita fluorescence fluoroforu exponenciálně vzrůstá. 
Nárůst počtu produktů PCR je proto zpočátku exponenciální, ale jakmile je jedna z reagencií 
vyčerpána, dostává se do fáze plateau.  
     Počet produktů reakce je sledován nepřímo pomocí vzestupu intenzity fluorescence. Daná 
intenzita fluorescence odpovídá určitému počtu kopií DNA, jejichž nárůst tak lze sledovat v reálném 
čase. Podle času, kdy začne nárůst intenzity fluorescence, a dle křivky jejího vzestupu stanovujeme 
počáteční množství templátové DNA ve vzorku (Obr.6) (87) (89).     
 
Obr. 6. Příklad stanovení real-time PCR s uvedením základních pojmů. 
 
Baseline: první teplotní cykly, kdy není zjištěn žádný produkt reakce, protože fluorescenční signál je 
pod detekční mezí přístroje 
 Amplification plots: grafické znázornění akumulované fluorescence v každém vzorku. Kvantifikace 
probíhá v exponenciální fázi diagramu zesílení 
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 Threshold: práh intenzity signálu, kdy překročí intenzitu fluorescence pozadí. Úroveň signálu je 
specifická pro přístroj i typ stanovení 
 Cycle to threshold (Ct): cyklus, při kterém byla intenzita fluorescence určena jako výrazně nad 
signálem pozadí. Je inverzně proporční k logaritmu počátečního počtu kopií. Hodnota Ct klinického 
vzorku je porovnávána s hodnotou Ct kalibru a kvantifikována. 
(Převzato z uživatelské příručky Affigene® BKV trender (90)) 
 
      Q-PCR reakce probíhá v real-time thermocycleru, který zajišťuje správné reakční podmínky a 
obsahuje detekční systémy fluorescence. Dle typu cycleru (resp. jeho detekčních kanálů pro 
jednotlivé vlnové délky fluorescence) obvykle vybíráme pár sonda-quencher. Většina přístrojů musí 
být před měřením spektrálně kalibrována. Kalibrační kity jsou obvykle dostupné s  kity pro qPCR. Ke 
správnému vyhodnocení signálů ze cycleru je nutný příslušný software.  
     Pro každý cycler je definována mez detekce (LOD), a to jako nejnižší množství kopií DNA 
stanovené postupným ředěním, které dává pozitivní výsledek danou metodou PCR v 95% měření 
(experimentální LOD). Lze stanovit i teoretické LOD, které je založené na principu počítačového 
modelování a je stanoveno na základě spočítaného nejnižšího množství kopií DNA, které by daly 
v 95% PCR měření pozitivní výsledek (91).  
LOD pro bezbuněčné vzorky se liší od LOD pro vzorky plné krve, protože lidská genomická DNA 
ovlivňuje citlivost stanovení, očekávají se různé hodnoty LOD u bezbuněčných matric, jako např. 
sérum nebo plasma, a u matric obsahujících buňky, jako je např. plná krev. U vzorků plasmy je 
pozadí pocházející od genomické DNA rovno nule, zatímco pozadí pocházející z plné krve od 
zdravých dárců představuje maximální pozadí, s přibližně 7,5 x 10 6 buněk/ml. U vzorků plné krve 
od imunodeficientních pacientů se očekává, že budou ovlivněny genomickým pozadím mezi 
těmito hodnotami v závislosti na počtu buněk a/nebo lymfocytů v každém vzorku pacienta. 
LOD bývá obvykle stanovena analýzou ředění BKV určitého sérotypu (např.I) a genotypu (např. 
genotyp Dun).  
     
     Pro každou q-RT PCR metodu by dále měl být charakterizován kvantitativní rozsah, inkluzivita, 
exkluzivita a kalibrace (kalibrační křivka).  
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     Kvantitativní rozsah bývá stanoven analýzou ředění určitého BKV sérotypu (např. sérotypu I, 
genotypu Dun). Vzorek je paralelně ředěn BKV-negativním sérem, následně je extrahována a 
analyzována DNA BKV ze vzorku séra nebo plné krve. 
    Inkluzivita: inkluzivita je stanovována analýzou všech čtyř známých sérotypů BK viru pomocí 
dané metody a posouzení, zda jsou všechny sérotypy BKV detekovány se stejnou účinností, popř. 
který sérotyp je detekován s nižší účinností.   
Exkluzivita: Exkluzivita je posuzována analýzou relevantních patogenů pro odhalení zkřížené 
reaktivity pro např.: SV40; JCV; HHV-6; HHV-7; HHV-8; VZV; HSV-1; HSV-2; HPV6b; Adenoviry; 
EBV; CMV; VZV; atd. 
Kalibrační křivka se používá pro kvantifikaci DNA viru v klinických vzorcích. Hodnota Ct pro počet 
kalibračních přípravků se známými koncentracemi je vynesena do grafu proti odpovídající 
koncentraci. Počet kopií DNA viru v klinickém vzorku je určen z této křivky pomocí hodnoty Ct 
získané při stanovení. Kalibrátory s vysokým a nízkým obsahem DNA většinou vytvářejí kalibrační 
křivku (90).  
 
     Výsledkem vyšetření je stanovení BK virémie a virurie. Pokud je ve vyšetřovaném vzorku přítomno 
více než 104 kopií/ml plasmy nebo více než 107 kopií/ml moči, jedná se o vysokou intenzitu replikace 
BK viru.  Dle Hariharana (77) je virémie nad 104 kopií/ml asociována se signifikantně vyšším rizikem 
nálezu BKVN v biopsii. Negativní prediktivní hodnota PCR vyšetření pro BKVN je 98%, pozitivní 
prediktivní hodnota pro BKVN je pro virémii 60% a pro virurii 30-40%. Maximální počet pacientů 
s nálezem pozitivní BK virémie bylo 23 týdnů po transplantaci ledviny (medián, rozsah 4-73 týdnů) 
(80).   
2.7.2.2.4 Ovlivnění výsledku volbou specifického PCR protokolu 
       I přes správnost provedení se může výsledek lišit v závislosti na typu metody, který použijeme. 
Odlišnost v každém kroku může výsledek významně ovlivnit. Pozitivní kontroly mohou být např. 
plasmidy obsahující celý genom viru (referenční kmeny „Dunlop“ nebo „MM “) nebo vyrobené 
extrakcí z moči pacientů (tzv. MPS – mixed patients standard), které jsou dostupné komerčně a liší se 
tím, že např. MM kmen má deleci v regionu Large-T antigenu a některé sondy jej tak nemusí 
amplifikovat. Sondy a primery mohou být navrženy na detekci VP1, VP2, VP3, large T-antigenu, small 
T-antigenu, tzv. agnogenu (nebo také tzv. putative VPx) nebo replikačního počátku BK-viru. Při výběru 
sondy je také nutné zohlednit genotypy BKV, které ve vzorku předpokládáme. Vyhneme se tak 
oslabení vazby sondy a primerů z důvodů přítomnosti nukleotidových polymorfismů a falešně 
negativnímu výsledku. I přes odlišnosti jednotlivých metod by však rozdíl v počtu kopií/ml neměl pro 
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účely diagnostické a léčebné přesahovat 1 řád (92). Doposud nebyla navržena žádná standardizovaná 
metoda a jednotlivá centra používají sondy a primery, které si sami navrhli („home-made“ sondy) 
nebo komerčně dostupné kity.  
 
2.7.2.3  Biopsie štěpu ledviny 
       Biopsie štěpu ledviny je zlatý standard v diagnostice BKVN.   Bioptické vzorky jsou zpracovány 
standardní parafinovou technikou, tkáňové řezy jsou pak barveny podle protokolu laboratoře IKEM 
(PAS, Giemsa, CAB, sirius red s elastikou, hematoxylin eosin, AFOG, PASM) (93). Histologický obraz 
BKVN charakterizují cytopatické změny epitelií renálních tubulů a urotelu. Infikované buňky, v nichž 
probíhá replikace BKV mají zvětšené jádro s vezikulárními basofilními inkluzemi.  Tento obraz je 
způsoben akumulací nově vznikajících virionů. Pro diferenciální diagnostiku polyomavirové a 
cytomegalovirové (CMV) infekce se používají imunohistochemické metody (94), v IKEM konkrétně 
imunoperoxidázová technika, kdy po deparafinaci je tkáň natrávena v mikrovlnné troubě v 
citrátovém pufru, pH 6,0. Po blokování endogenní peroxidázy (0,3% H2O2 v metanolu), endogenního 
biotinu a nespecifických vazeb je aplikována monoklonální protilátka proti SV40 large-T antigenu. Pro 
vizualizaci se používá 3,3diaminobenzidin (93). Vyšetření SV40 large-T antigenu není specifické pro 
BKV, neboť je zde zkřížená reaktivita mezi BKV, JCV a SV40. Pro odlišení jednotlivých polyomavirů je 
třeba použít species-specifické protilátky, hybridizaci in situ nebo PCR techniku.   
     Patologické změny při BKVN zahrnují kůru i dřeň ledviny. Léze jsou multifokální a šíří se 
longitudinálně ve směru průběhu nefronu. Progrese BKVN zahrnuje ztrátu renálních tubulů a vznik 
jizev v  parenchymu na podkladě tubulo-intersticiální atrofie a fibrózy.  Dle přítomnosti  
cytopatologických změn, intersticiálního zánětlivého infiltrátu, atrofie tubulárního epitelu a stupně 
fibrózy intersticia se popisují dle Drachenbergové jednotlivá stádia BKVN (94):  
     Stádium A: v histologickém obraze jsou patrné pouze cytopatologické  změny bez tubulární 
atrofie, fibrózy či přítomnosti zánětlivého infiltrátu.  
     Stádium B: zahrnuje kombinaci virových cytopatologických změn, fokální a/nebo multifokální 
tubulární atrofie, ohraničeného zánětlivého infiltrátu a intersticiální fibrózy.  
     Stádium C :( tzv. end-stage BKVN) kdy v histologickém obraze dominuje difúzní jizvení intersticia, 




   Zánětlivé změny asociované s BKVN jsou téměř nerozeznatelné od těch přítomných v histologickém 
obraze akutní celulární rejekce (ACR). V diferenciální diagnostice těchto dvou z hlediska 
terapeutických přístupů zcela rozdílných nálezů dle Hirsche et al. pro BKVN svědčí přítomnost 
cytopatologických změn způsobených BK virem, převažující polymorfonukleáry a plazmatické buňky v 
intersticiálním zánětlivém infiltrátu a imunohistochemický průkaz SV 40T antigenu.  Přítomnost BKVN 
ovšem nevylučuje přítomnost ACR, protože BKVN může aktivací imunitního systému akutní rejekci 
vyvolat (80). Proto pokud je současně přítomná tubulitis, intimální nebo transmurální arteritis, 
glomerulitis a lymfocytární zánětlivý infiltrát, je nutné uvažovat také o akutní celulární rejekci (80) 
(94).  Dle poslední Banffské klasifikace však nelze odlišit histologický obraz ACR a BKVN, pokud je 
přítomen pouze intersticiální zánětlivý infiltrát. Jen pokud jsou zachyceny i cévní změny 
charakteristické pro ACR, lze říci, že jde o BKVN a ACR současně (95).  
     Klinické zkušenosti ukazují, že ani biopsie štěpu ledviny není 100% diagnostická metoda vzhledem 
fokální povaze lézí při BKVN. Byly totiž popsány případy persistující vysoce pozitivní BK virémie a 
progresivního zhoršování funkce štěpu i při opakovaně negativním nálezu v biopsii (96). Pro klinické 
hodnocení byly proto navrženy termíny: "possible BKVN“ při opakovaně pozitivní BK-virurii, 
"presumptive BKVN" při persistující pozitivní virémii a „definitive BKVN" při bioptickém průkazu BKVN 
(97).    
 
2.7.2.4 Méně rozšířené a experimentální diagnostické metody replikace BK-
viru 
    Ke vzácněji používaným non-invazivním diagnostickým metodám BKVN patří kvantifikace m-RNA 
VP-1 proteinu z moči (resp. z uroteliálních buněk z moči izolovaných) pomocí kvantitativní real-time 
PCR. Při množství VP-1 mRNA/ng celkové RNA buněk ze vzorku >6,5x105 byla senzitivita tohoto 
vyšetření pro BKVN 94-100% a specificita 94-97% (98) (99). Recentní výzkum jde cestou identifikace 
prognostických biomarkrů z moči, konkrétně např. stanovení množství granzym-B m-RNA a inhibitoru 
proteinázy-9 m-RNA (markery apoptózy), kdy signifikantně vyšší množství bylo prokázáno 




2.7.3 Terapie BKVN 
2.7.3.1 Úprava imunosupresivní terapie 
     Úhelným kamenem léčby BKVN je redukce imunosupresivní terapie. Z mnoha kombinací (tab. 1) 
snižování dávek, záměny či vysazení jednotlivých preparátů se jako nejúčinnější postup ukazuje 
změna tacrolimu na CyA nebo snížení dávky tacrolimu tak, aby sérová hladina byla méně než 6ng/ml 
a vysazení mykofenolát mofetilu (80).  
 
Upraveno dle Hirsche et al (80). 
     Doporučení vysadit tacrolimus  vyplývá i ze závěrů studií rizikových faktorů vzniku BKVN, kde léčba 
tacrolimem byla spojena se signifikantně vyšším rizikem persistující BKV replikace (82) (83). Dle 
výsledků Brennan et al. je naopak léčba  CyA/MMF spojena s nejnižší incidencí BK virémie (4%) ve 
srovnání s kombinacemi tacrolimus/azathioprin (12%) nebo tacrolimus/MMF (13%) (81). Ve studii in 
vitro autoři prokázali, že CyA potlačuje replikaci BKV v kultuře uroepiteliálních buněk mechanismem 
inhibice BKV-LargeT antigenem aktivovaného promotoru (100). 
     Závěry vyplývající z  analýzy klinických studií podporuje i další studie in vitro, ve které bylo 
prokázáno, že aktivita BKV specifické T-buněčné imunity závisí na koncentraci kalcineurinových 
inhibitorů (CNI) v médiu. Snížení dávky CNI by tedy mělo být prvním krokem v terapii BKVN. 
Alternativou nebo druhým krokem by pak mohla být výměna CNI za m-TOR inhibitor (101). Pro tento 
postup svědčí také studie klinická, kde autoři porovnávali imunosupresivní režimy (dávka nebo 
hladina léčiva) u pacientů s biopticky prokázanou BKVN proti negativním kontrolám a prokázali, že 
riziko BKVN koreluje s hladinou tacrolimu a dávkou prednisonu. Naopak podávání MMF nebylo 
spojeno se  signifikantně vyšším rizikem vzniku BKVN. Snížení dávky či vysazení tacrolimu a redukce či 
vysazení prednisonu při ponechání MMF by tak mohlo být alternativou léčby BKVN (102).  
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Doporučení vysadit kortikoidy podporují i závěry studie Moens et al., který prokázal, že přidáním 
dexametazonu, progesteronu a 1713-estradiolu do kultivačního média se zvýšila tvorba nových 
virionů až 11x (pro dexametazon), 5x u progesteronu a 3x u estradiolu (12).  
Při současné přítomnosti ACR a BKVN je doporučováno nejprve zahájit antirejekční terapii a po 
ústupu histologického obrazu ACR redukovat imunosupresivní terapii (80), i když výsledky novějších 
studií nutí k přehodnocení tohoto doporučení, neboť u pacientů s histologickými známkami ACR a 
současně vysokou hodnotou BK-virurie byla pozorována špatná odpověd na antirejekční léčbu (pouze 
u 27% pacientů došlo k poklesu sérového kreatininu a u 39% k ústupu histologického obrazu rejekce 
hodnoceného dle Banffské klasifikace). Naopak u těchto pacientů došlo k signifikantnímu nárůstu BK-
virurie po antirejekční léčbě (103). Tyto výsledky podporují závěr, že intersticiální zánětlivý infiltrát 
patřil ve výše popsaných případech spíše do obrazu BKVN než že by byl známkou současné 
přítomnosti  ACR.   
2.7.3.2 Antivirotika a látky s antipolyomavirovou aktivitou 
     Kromě úpravy imunosupresivní terapie byly testovány i antivirové preparáty, které účinně 
inhibovaly replikaci BKV ve studiích in vitro. Do širšího klinického použití se dostaly cidofovir (104) a 
leflunomid (105). Hodnoceno bylo i podávání imunoglobulinů (IVIG) (106) nebo chinolonů (107). 
 
2.7.3.2.1 Cidofovir  
          Cidofovir je nukleotidový analog  deoxycytidinu (dCTP monofosfát). Chemicky jde o 1-[(S)-3-
hydroxy-2-(phosphonomethoxy)propyl]cytosine dihydrát (obr.7).  
 
Obr. 7. Strukturní vzorec cidofoviru 
 
 




Cidofovir se po intravenozním podání metabolizuje na aktivní intracelulární metabolit – cidofovir 
difosfát. Mechanismem účinku je kompetitivní, slektivní inhibice inkorporace dCTP do virové DNA 
pomocí virové DNA polymerázy.  
Cidofovir difosfát inhibuje virovou DNA polymerázu při 8-600x nižší koncentraci než je koncentrace, 
při které dochází k inhibici DNA polymeráz alfa, beta a gama v lidských buňkách.   
Inkorporací cidofoviru dojde přerušení elongace řetězce DNA (tzv. delayed chain terminator). 
Cidofovir není (na rozdíl od např.  acykloviru) fosforilován (a tudíž aktivován) virovými kinázami. Je 
tak podstatně menší riziko vzniku rezistence na cidofovir mechanismem mutací virové DNA 
polymerázy (108).  
Cidofovir je registrován pro léčbu CMV retinitidy u pacientů s AIDS a podává se v dávce 5mg/kg. Pro 
vysoké riziko nefrotoxicity je nutné jej v této dávce podávat za dostatečné hydratace a s  
probenecidem. Mechanismus nefrotoxicity je dán aktivní tubulární sekrecí cidofoviru, což způsobuje 
jeho akumulaci v buňkách proximálních tubulů ledvin. O několik řádů vyšší koncentrace cidofoviru 
následně indukuje jejich apoptózu (109). Probenecid chrání buňky tubulárního epitelu inhibicí 
tubulární sekrece cidofoviru (110). Klinicky se postižení ledvin projevuje jako nárůst proteinurie 
a/nebo vzestup hodnot sérového kreatininu s progresí až do obrazu akutního renálního selhání.  
      
        Cidofovir patří dle některých in vitro studií k nejselektivnějším antipolyomavirovým preparátům 
(104), i když mechanismus antivirového působení není zcela jasný, protože polyomaviry nekódují 
vlastní DNA polymerázu. Dle recentních studií je antipolyomavirový efekt  cidofoviru zprostředkován 
inhibicí replikace BKV DNA a snížením exprese genů následujících expresi large-T antigenu. Tato 
inhibice však byla provázena významným toxickým efektem na lidské tubulární buňky použité ve 
studii (111).  
   
     K terapii BKVN byl cidofovir podáván v cca. 10x nižší dávce, než je indikováno pro léčbu CMV 
retinitis, a to konkrétně 0,25-0,5mg/kg každé 2 týdny za dostatečné hydratace bez probenecidu. U 
všech pacientů byla současně snižována nebo jinak upravována imunosupresivní terapie dle 
doporučení panelu expertů (80).  
Vysoké dávky cidofoviru mohou naopak zhoršit renální funkce, jak ukazuje např. studie Pallet al., kde  
cidofovir v dávce 16mg/kg podávaný současně s redukcí IS terapie nesnížil signifikantně replikaci BKV 
ani neredukoval fibrózní změny ve štěpu (IF/TA skóre). Naopak u pacientů, kterým byl cidofovir 
v těchto vysokých dávkách podáván, byl prokázán rychlejší a častější pokles renálních funkcí ve 




Dle Hilton et al., která zhodnotila výsledky 26 studií týkajících se terapie BKVN cidofovirem, došlo u 
49% pacientů k poklesu BK virémie  a naopak u 23% došlo i přes terapii k progresi renální insuficience 
a k  selhání štěpu (113).   
 
 
2.7.3.2.2  Leflunomid 
     Leflunomid je inhibitor de-novo syntézy pyrimidinů (cestou inhibice enzymu dihydroorotát 
dehydrogenázy). Zasahuje tedy do mnoha mechasnismů na buněčné úrovni, mezi něž patří např. 
inhibice proliferace aktivovaných T-lymfocytů, inhibice aktivovaných monocytů/makrofágů, inhibice 
aktivovaných B-lymfocytů, potlačuje diferenciaci osteoklastů, tlumí endotoxinem indukovanou 
destrukci kostí (114). Jeho široké spektrum účinku je dáno schopností blokovat buněčný cyklus ve fázi 
G1 inhibicí aktivity tyrosin kináz, které jsou součástí signálních kaskád T a B lymfocytů, hladkých svalů 
cév a fibroblastů (105).  
Chemicky jde o 5-methyl-N-[4-(trifluoromethyl) phenyl]-isoxazole-4-carboxamide (obr.8). 
 





      Leflunomid je registrován k léčbě psoriatické a revmatoidní artritidy jako tzv. DMARD (disease-
modifying antirheumatic drug). Samotný leflunomid je proléčivo a jeho konverze na aktivní metabolit 
A77 1726 je realizována převážně neenzymaticky ve střevě a v plazmě.  
Metabolit A77 1726 má imunosupresivní a imunomodulační účinky, neboť blokádou dihydroorotát 
dehydrogenázy inhibuje proliferaci lymfocytů.  In vitro vykazuje anti-CMV a antipolyomavirovou 
aktivitu.  Možným vysvětlením anti-CMV efektu je interference leflunomidu s mechanismem 
novotvorby virionu (konkrétně interakce nově syntetizované virové DNA a kapsidových proteinů 
(assembly) a vznikem glykoproteinové výplně mezi kapsidou a obálkou virionu (tegumentace) (113).  
Mechanismus antipolyomavirové aktivity objasňují až recentní studie, které ukazují, že leflunomid 
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inhibuje replikaci genomu BKV, expresi proteinů, „assembly” virionů a jejich uvolňování z buňky. Na 
strukturální úrovni jde o porušení architektury jádra během replikace BKV DNA jako výsledek 
nespecifické deplece  pyrimidinů. Významný antipolyomavirový efekt byl dosažen při koncentraci 
aktivního metabolitu A77 1726 10 microg/ml, kdy došlo k redukci počtu nově vytvořených virionů o 
90% (IC 90), ale za cenu výrazného cytostatického působení na tubulární buňky (115).   
 
     V léčbě revmatoidní a psoriatické artritidy je běžné dávkování  leflunomidu první 3 dny 100 mg, 
dále pak 20 mg denně, u pacientů neodpovídajících na léčbu bývá účinná eskalace dávky na 40 mg 
denně. Leflunomid bývá často podáván v kombinaci jinými látkami, které jsou indikované k léčbě 
revmatických onemocnění (methotrexát, sulfasalazin, nesteroidní antirevmatika, kortikoidy, 
biologická léčba atd.) (116).   
V terapii BKVN byl leflunomid podáván v dávce 100mg/den první 3 dny, dále pak 20-60mg/den, aby 
bylo dosaženo sérových hladin aktivního metabolitu A77 1726 50-100 ng/ml (105). Dle analýzy, 
kterou publikovala Hilton et al. bylo nejčastější dávkování v rozmezí 20–40 mg/den. U 49% pacientů, 
kerým byl podáván leflunomid, došlo k poklesu BK virémie a naopak u 17% došlo i přes terapii 
k progresi renální insuficience a k selhání štěpu (113). Podávání vyšších dávek leflunomidu bylo 
spojeno s vysokým rizikem hemolýzy (117).  
       
2.7.3.2.3  Fluorochinolony 
     Fluorochinolony inhibují replikaci bakteriální DNA interakcí s baktriálními enzymy gyráza a  
topoisomeráza IV.  Inhibice gyrázové aktivity zahrnuje i interakci s helikázovou komponentou 
bakteriální gyrázy.  Tento mechanismus se zdá být důležitý v antipolyomavirové aktivitě chinolonů, 
neboť helikázová aktivita T-antigenu je klíčová pro replikaci BKV.  V in vitro studiích byla skutečně 
prokázána antipolyomavirová aktivita chinolonů oproti ostatním antibiotikům (118). V další studii 
bylo prokázáno, že fluorochinolony inhibují tvorbu plaku SV 40 mechanismem inhibice helikázové 
aktivity SV40 T-antigenu (107).  
V klinické studii pak bylo prokázáno snížení BK virurie u pacientů po transplantaci hematopoetických 
kmenových buněk léčených ciprofloxacinem ve srovnání s těmi léčenými cefalosporiny (119). O 
použití chinolonů k terapii BKVN jsou však data vlemi omezená. Ciprofloxacin byl obvykle podáván 
v dávce 500mg/den. Dle (113) byl v celkem 2 klinických hodnoceních (120) (121) popsán průběh BKV 
infekce za současného podávání chinolonů u 14 pacientů, kde ani u jenoho nedošlo k poklesu 




2.7.3.2.4 Intravenozní imunoglobuliny (IVIg) 
          IVIg byly v terapii BKVN použity pro své imunomodulační a i potenciálně antipolyomavirové 
účinky protože dle (106) bylo prokázáno, že obsahují i anti-BKV protilátky.  IVIg byly nejčastěji 
podávány v množství 1-2g/kg v jedné až dvou dávkách nebo 150mg/kg 2x týdně podobu 8 týdnů (79) 
a to samostatně pouze za snížení imunosupresivní terapie nebo v kombinaci s cidofovirem (122) nebo 
s leflunomidem (123). Dle analýzy Hilton et al. (113), která provedla hodnocení 5 klinických studií o 
celkovém počtu 29 pacientů došlo po podání IVIg u 52% pacientů k poklesu BK virémie a u 7% i přes 
terapii k selhání funkce štěpu.  
2.7.3.3 Porovnání účinnosti terapeutických přístupů 
     Při porovnání účinnosti jednotlivých terapeutických přístupů lze říci, že vliv cidofoviru, leflunomidu 
a IVIg na pokles BKV replikace je zhruba stejný (49%, 49% a 52%). Riziko ztráty funkce štěpu se zdá 
být nižší u terapie IVIg ve srovnání s cidofovirem a leflunomidem (7% versus 23% a 17%), ale 
vzhledem k nízkému počtu zařazených pacientů je takovéto statistické srovnání velmi pochybné 
(113). Recentní práce založená na metaanlýze výsledků studií podávání cidofoviru a leflunomidu pak 
potvrzuje, že léčba cidofovirem nebo leflunomidem při současné redukci dávek imunosupresivní 
terapie nevede ve srovnání se samotnou redukcí dávek imunosuprese k signifikantně nižším ztrátám 
funkce štěpu na podkladě BKVN (124).   
       I přes léčbu však u 30-60% jedinců s biopticky prokázanou BKVN dojde k selhání funkce štěpu 
(77), zvláště pokud je současně s pozitivním bioptickým nálezem již přítomna i dysfunkce štěpu (79).  
Vzhledem k poznatku, že u většiny pacientů virurie (a pozitivita decoy buněk) o 4 týdny (medián) 
předcházela BK virémii a o 12 týdnů BKVN (80), byly provedeny studie, kdy imunosuprese byla 
redukována již v okamžiku průkazu persistující BK virémie (tj.„presumptive“ BKVN) před rozvojem 
renálního postižení – tzv. preemptivní redukce imunosuprese. Výsledky tohoto postupu jsou 
podstatně povzbudivější než v případě terapeutického zásahu až v okamžiku rozvoje BKVN, protože 
na rozdíl od výsledků Hariharana et al. (77) došlo téměř u všech pacientů s "presumptive BKVN" po 




2.7.4 Skríning replikační aktivity BK-viru jako diagnostická metoda 
„presumptive BKVN“ 
      Léčba BKV infekce  již v okamžiku vzestupu BK virémie nebo virurie si vyžádala zavedení 
pravidelného skríningu rizikových pacientů do klinické praxe. Byly navrženy v podstatě dva přístupy: 
jednak dle Hirsche et al. (80), který doporučuje monitorovat virurii (popřípadě přítomnost decoy 
buněk) každé 3 měsíce první dva roky po transplantaci anebo vždy při zhoršení funkce štěpu. Při 
pozitivitě skríningu (přítomné decoy buňky a/nebo virurie ≥ 107 kopií/ml) je doporučeno jej 
zopakovat během 4 týdnů a provést vyšetření BK virémie. Pokud je pozitivní i BK-virémie (≥ 104 
kopií/ml) mělo by se vyšetření zopakovat za 3 týdny. Persistence pozitivity BK-virémie déle než 3 
týdny splňuje kritéria „presumptive BKVN“ a je doporučeno provedení biopsie (obr. 9).  Preemptivní 
redukce imunosuprese není ještě do tohoto schématu zapojena (v tomto kroku je zatím otazník), 
nicméně výsledky recentních studií ukazují na její oprávněnost, i když je vždy nutné každého pacienta 
posuzovat individuálně hlavně z hlediska rizika rozvoje akutní rejekce.  
 






                     Pozitivní skríningový test („possible BKVN“) 




                    Pozitivní konfirmační test („presumptive  BKVN“) 
 
        
         Negativní  („presumptive  BKVN“)               Pozitivní  („definitive BKVN“) 
                                 ? 




Skríningová vyšetření replikace BK-viru 
 Cytologie moči na decoy buňky  nebo 
 Vyšetření BKV DNA v moči (virurie)  
 
- Každé 3 měsíce první 2 roky od transplantace  
- Při vzestupu hladiny sérového kreatininu 
Konfirmační vyšetření replikace BK-viru 
 Virurie ≥ 10
7 
kopií/ml nebo 
 Virémie ≥ 10
4 
kopií/ml 











                              Biopsie štěpu 





                      Každé 2-4 týdny monitorovat: 
                             BK-virémii nebo BK-virurii 
 
 
Upraveno dle Hirsche et al. (80) 
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          Druhé schéma skríningových vyšetření je postaveno na monitoringu BK virémie (126)(Obr.10),   
protože vyšetření virémie má vyšší pozitivní prediktivní hodnotu pro BKVN (60%), zatímco samotná 
virurie pouhých 30-40% (79) (80). Zůstává zatím nezodpovězeno, zda provádět skríning pouze 12 
nebo 24 měsíců od transplantace, jak navrhuje Hirsch, neboť většina biopticky potvrzených nálezů 
BKVN sice byla v prvním roce po transplantaci (78), ale více než čtvrtina případů se rozvine později 
(76) (77).  
 
Obr. 10. Algoritmus skríningu BK-virémie a doporučených vyšetření  
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    
Monitoring BK-virémie: 1, 2, 3, 6 a 12 měsíců po transplantaci + při elevaci sérového kreatininu 
                
                                                            Pozitivní BK virémie (≥104 kopií/ml) 
 
                   Elevace sérového kreatininu                                       Bez elevace sérového kreatininu 
                                 Biopsie                                          Redukce IS a BKV PCR v plasmě à 2 týdny do poklesu 
                                                                                                                         
Rejekce (AR) + BKVN:                BKVN:             Bez BKVN          Elevace kreatininu           Bez elevace kreat. 
-Antirejekční terapie                 - Změna IS 
-po zaléčení AR změna IS         - antivirotika?                                Zopakovat biopsii             Follow-up 
-antivirotika ?                             - pravidelné kontroly kreat. 
-pravidelné kontroly kreat.      - BKV PCR v plasmě à 2 týdny 
-BKV PCR v plasmě à 2 týdny 
 
  Upraveno dle Randhawa P., Brennan DC. (126) 
               Svou váhu v tomto rozhodování má i hledisko ekonomické. Ekonomická analýza v jednom 
transplantačním centru v Kanadě nejprve prokázala, že rutinní provádění skríningu BKV metodou PCR 
je efektivní až pokud incidence BKVN v daném centru překročí 2,1% (127). Další studie ze stejného 
centra však ukazuje, že při preemptivní redukci imunosuprese u pacientů s presumptive BKVN už na 
konci 2. roku od zavedení skríningu bylo 61% nákladů na skríning pokryto ze zdrojů ušetřených při 
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redukci imunosuprese a po 30 měsících dokonce úspory z redukce imunosupresivní terapie 
převyšovaly náklady. Jako skríningové vyšetření byla v tomto případě zvolena cytologie moči (decoy 
buňky) 3, 6, 9, 12, 18 a 24 měsíců po transplantaci. Při pozitivním nálezu bylo provedeno vyšeření BK 
virémie. Pokud virémie přesahovala 7700 kopií/mL, byla postupně redukována imunosupresivní 
terapie (128).  
2.7.5 Re-transplantace po selhání štěpu na podkladě BKVN 
     Re-transplantace po selhání štěpu na podkladě BKVN je metodou volby (129). Riziko rekurence 
BKVN v novém štěpu se pohybuje kolem 15%, což ukazuje, že incidence BKVN u retransplantovaných 
je vyšší ve srovnání s prvním štěpem. Je proto doporučováno, aby retransplantace neprobíhala 
v průběhu aktivní BKV replikace (80), i když někteří autoři popsali jednotlivé případy, kdy u pacientů 
re-transplantovaných při vysoké pozitivitě BK virémie nebyla ani v dlouhodobém sledování prokázána 
rekurence BKVN (130).  
Redukce virémie lze docílit několika způsoby: redukcí imunosupresivní terapie (eventuelně 
v kombinaci s podáváním antivirových preparárů) nebo odstraněním štěpu ledviny před 
retransplantací. Preemptivní odstranění selhaného štěpu se ukazuje být nejefektivnější metodou 
redukce virémie, neboť clearance BK viru je velmi rychlá (t1/2 BKV v plasmě 1-2h). Bylo spočítáno, že 
k udržení virémie 104 kopií/ml po dobu 24 hod. se za tuto dobu musí rozpadnout až 106 tubulárních 
buněk. U pacientů s redukcí imunosuprese byl pokles virémie (t1/2 clearance BKV) 6h-17dní, zatímco 
po nefrektomii bylo t1/2 BKV 20-38 hod. (131). Nevýhodou preemptivní nefrektomie je nutnost 
podstoupit další chirurgický výkon a dialýza před re-transplantací. Argument pro transplantaci i přes 
aktivní virémii byl právě benefit preemptivní re-transplantace (před zahájením dialýzy), neboť 
dlouhodobá funkce štěpu je lepší u pacientů preeptivně transplantovaných ve srovnání s těmi, kteří 
již byli dialyzováni (132).  
  
2.8 BKVN po transplantaci ledviny a pankreatu 
      Incidence, prevalence a průběh BKV infekce u pacientů po kombinované transplantaci ledviny a 
pankreatu (SPK) jsou daleko méně prostudované než je tomu u příjemců ledviny samotné.  Incidence 
pozitivní replikace BKV (virémie a virurie) u SPK příjemců byla 26-28% (133) (134), zatímco incidence 
BKVN se u této skupiny pacientů pohybuje v rozmezí 2.9-15% (133) (135) (136). I přes podezření, že 
diabetes mellitus je jedním z rizikových faktorů rozvoje BKVN, je v recentních studiích popisována 
spíše nížší incidence BKVN u SPK příjemců (5.6%) (137). Rozvoj BKVN u SPK příjemců se také zdá být 
pozdější (medián 18 měsíců, rozsah 12-20 měsíců) (133) (135) (136) (137) ve srovnání s příjemci 
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samotné ledviny, kdy většina biopticky potvrzených nálezů BKVN byla v prvním roce po transplantaci 
(median 318 dní, rozsah  48-1356 dní) (78).  
U SPK příjemců je oproti pacientům po transplantaci samotné ledviny několik odlišností, které je 
nutné brát v úvahu:  
1. i přes doporučení recentních studií redukovat imunosupresivní terapii v okamžiku persistující 
virémie musíme brát ohled na funkční pankreas a riziko akutní rejekce štěpu pankreatu po 
redukci imunosuprese. 
2.  SPK příjemcům je častěji podávána imunosupresivní indukce (ATG, monoklonální protilátky), 
což je nutné vzít do úvahy při hodnocení rizikových faktorů BKV replikace. 
3.  V dlouhodobé imunosupresivní terapii se u SPK pacientů snažíme vyhnout podávání 
kortikoidů vzhledem k jejich diabetogennímu účinku. Dlouhodobé podávání kortikoidů je 
velmi pravděpodobně jeden z nejdůležitějších rizikových faktorů rozvoje BKVN.   
4. Skríning replikace BKV založený na detekci decoy buněk může být problematický u pacientů 
s drenáží exokrinního vývodu pankreatu na močový měchýř (138).   
5.  Vzhledem k pozdějšímu rozvoji BKVN u SPK příjemců by mělo být zváženo prodloužení 




















3 Cíle dizertační práce  
 
     Cílem mé práce bylo:  
1. Zavedení vyšetřovací metody BK-virémie v IKEM pro klinické použití a verifikace přesnosti 
této metody porovnáním výsledků  laboratoře IKEM s výsledky vyšetření provedených 
laboratoří prof. Hirsche (Div. Molecular Diagnostics, Clinical & Transplantation Virology, 
Institute for Medical Microbiology, Basel, Switzerland). 
2. Stanovení prevalence a incidence BK-virémie a BKVN v populaci diabetických příjemců po 
kombinované transplantaci ledviny a pankreatu (SPK) a testování rizikových faktorů replikace 
BK-viru v této populační skupině.  
3. Posouzení, zda re-transplantace ledviny po selhání štěpu na podkladě BKVN je u SPK příjemců 
vhodným terapeutickým přístupem z hlediska možného vlivu na funkci štěpu pankreatu a 
zhodnocení rizika rekurence BKVN u těchto pacientů 
 
 
     Jako studentka postgraduálního doktorského studia biomedicíny jsem také pracovala v laboratoři 
Langerhansových ostrůvků (laboratoř LLO PEM IKEM) zabývající se transplantacemi LLO 
v experimentu i v klinické praxi a na Klinice diabetologie Centra diabetologie IKEM. Tato pracoviště se 
systematicky zabývají transplantační léčbou a komplexní péčí o diabetické příjemce. Pod odborným 
vedením prof. Saudka a MUDr. Boučka jsem vypracovala metodiku klinického sledování pacientů 
v riziku BKVN i s již prokázanou BKV infekcí, sledovala jsem jejich laboratorní parametry a klinický 
stav. 
     V neposlední řadě jsem sama pod vedením RNDr. Jarešové (Pracoviště klinické a transplantační 
imunologie IKEM) provedla analýzu jejich vzorků pomocí metody kvantitativní real-time PCR na 
přítomnost BKV DNA v séru a vyhodnocení výsledků. Výsledky takto získané jsem porovnala 











4 Studie 1 
Porovnání real-time PCR metody zavedené v IKEM (Affigene® 
BKV trender) s PCR protokolem prováděným v laboratoři 
Transplantační virologie, Institut pro lékařskou mikrobiologii, 
Basilej  
  
4.1  Úvod a hypotéza 
         Výsledky jednotlivých kvantitativních real-time PCR metod se mohou podstatně lišit. Tato 
variabilita je dána použitím různých kombinací sond a primerů, volbou referenčního materiálu 
(pozitivní kontrola) a  také detekovaným subtypem BKV.  Vzhledem k rozdílům mezi jednotlivými 
subtypy je vhodné volit sekvenci primerů a sondy z oblasti evolučně nejvíce konzervované oblasti 
BKV genomu. Měření počtu kopií DNA závisí na amplifikační účinnosti primerů, dále pak na efektivitě 
annealingu a enzymatického štěpení sondy a rovněž na relativní amplifikační účinnosti cílového 
versus referenčního materiálu. Doposud nebyla navržena žádná standardní metoda závazná pro 
laboratorní klinickou praxi. Pokud chceme výsledky používat při rozhodování o léčebném postupu,  
neměly by se výsledky jednotlivých metod v klinicky relevantním rozmezí lišit o více než 1.0Log10 (92). 
Vzhledem k tomuto požadavku jsme porovnávali výsledky BK-virémie získané analýzou dle Affigene® 
BKV PCR protokolu zavedeným v IKEM pro rutinní diagnostiku BKV infekce s výsledky BK-virémie 
vyšetřenými dle PCR protokolu virologického centra v Basileji, který byl tímto centrem vyvinut a jehož 
výsledky sehrály hlavní úlohu při stanovování terapeuticky relevantních referenčních hodnot BK-
virémie a BK-virurie. Při signifikantní korelaci výsledků vyšetření jednoho biologického vzorku oběma 
metodami tak bude potvrzena spolehlivost metody vyšetření BK-virémie v našem centru. 
 
4.2  Metodika 
     Vzorky plasmy a séra odebrané ve stejnou dobu pacientům po kombinované transplantaci ledviny 
a pankreatu byly vyšetřeny pomocí metody kvantitativní real time (q-RT) PCR na přítomnost BKV DNA 
v laboratoři  IKEM a v laboratoři Transplantační virologie, Basilej (Div. Molecular Diagnostics, Clinical 
& Transplantation Virology, Institute for Medical Microbiology, Basel, Switzerland). Při počtu kopií 
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BKV DNA/ml < 103 byl vzorek posuzován jako negativní, 103-104 kopií/ml jako hraniční a > 104 
kopií/ml jako pozitivní (80). Po provedení PCR analýzy metodou Affigene a po obdržení výsledků 
z laboratoře v Basileji jsem porovnala výsledky celkem 100 měření. Pacienti s nenulovými hodnotami 
BK-virémie byli vyšetřováni opakovaně.  
 
4.2.1 Vyšetření BK-virémie v IKEM (affigene® BKV trender PCR protokol) 
     Po odebrání cca. 8ml krve do zkumavky na separaci séra (konkrétně Becton-Dickinson SST®/SST II® 
Plastové zkumavky Vacutainer) byl vzorek centrifugován (1500g, 20min) a zamražen na  -20°C.  Po 
nashromáždění dostatečného množství vzorků k otevření analytické soupravy jsem provedla 
stanovení BK-virémie.  
 
4.2.1.1 Extrakce DNA ze vzorku     
DNA byla extrahována z 200 µl séra dle uživatelské příručky Affigene® BKV trender.  
Souprava affigene® DNA extraction obsahuje: Lysis buffer 1, Lysis buffer 2, Proteinázu K, pufr  
Proteinázy K, vymývací roztoky Wash 1 a Wash 2, Eluent, Spin columns (vazebné kolonky) a  (sběrové 
zkumavky) collection tubes. Před započetím samotné extrakce DNA bylo nutné nejprve připravit 
reagencie. 
4.2.1.1.1 Krok I: příprava reagencií  
1. Příprava pracovního lytického pufru byla provedena převedením Lysis buffer 1 do Lysis buffer 
2 a důkladným promícháním. 
2. Poté následovala příprava Wash-2 přidáním 28ml etanolu do každé lahvičky s důkladným 
promícháním 
3. Příprava roztoku lyofilizované proteinázy K přidáním 1,35 ml Proteinase K buffer (pufru 
proteinázy K) 
 
4.2.1.1.2 Krok II: Lyze bezbuněčných vzorků 
1.   Na vortexu byla zamíchána kontrola DNA bez templátu (DNA IC carrier – vnitřní kontrola) 
a přidána 200 μl do 1,5ml zkumavky se šroubovacím uzávěrem. (vnitřní kontrola a kontrola 
bez templátu (NTC-negativní kontrola) jsou součástí všech souprav affigene® trender) 




3.  Do všech vzorků bylo přidáno 25 μl roztoku proteinázy K 
4.  Dále bylo do všech vzorků přidáno 200 μl pracovního lytického pufru s vnitřní kontrolou a 
směs byla důkladně promíchána na vortexu (10-20s). 
   5. Vzorky byly inkubovány při pokojové teplotě (+20 až +25 °C) po dobu 15 minut. 
   6. Směs byla důkladně promíchána na vortexu (10 - 20s). 
   7. Vzorky byly inkubovány 15 minut při 70 °C. 
 
4.2.1.1.3 Krok III: Vazba na kolonku a vymytí DNA 
1. Do každého vzorku bylo přidáno 210 μl ethanolu (96 - 100%) a byl následně promíchán 
na vortexu. 
2. Pro každou separaci byla vložena jedna Spin column do Collection tube a do ní byla nanesen 
vzorek. 
3. Poté byla provedena centrifugace 1 minutu při 11 000 × g. 
Neprošly-li vzorky skrz matrici úplně, centrifugaci byla opakována při vyšší odstředivé síle g (< 15 
000 × g). 
4. Collection tube s protečeným roztokem byla zlikvidována. 
5. Spin column byla vložena do nové Collection tube a následně bylo přidáno 500 μl Wash-1. 
6. Vzorek byl centrifugován 1 minutu při 11 000 × g. 
7. Collection tube s protečeným roztokem byla zlikvidována. 
8. Spin column byla vložena do nové Collection tube a bylo přidáno 600 μl Wash-2. 
9. Vzorek byl centrifugován 1 minutu při 11 000 × g. 
10. Collection tube s protečeným roztokem byla zlikvidována. 
11. Znovu byla vložena Spin column do nové Collection tube a bylo přidáno 600 μl Wash-2. 
12. Vzorek byl centrifugován 1 minutu při 11 000 × g. 
13. Collection tube s protečeným roztokem byla zlikvidována. 
14. Spin column byla znovu vložena do nové Collection tube a centrifugována 2 minuty při 11 000 
x g, aby vyschla silikagelová membrána. 
 
4.2.1.1.4 Krok IV: Eluce DNA do 60 μl  
1. Do mikrocentrifugační zkumavky o objemu 1,5 ml byla vložena Spin column a přímo na 
silikagelovou membránu přidáno 60 μl předem ohřátého Eluent (70 °C).  
2. Vzorek byl inkubován 5 minut při pokojové teplotě. 
3. A následně centrifugován 1 minutu při 11 000 × g. 
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4. Spin column byla zlikvidována a eluovaná DNA uložena.  Připravené vzorky byly uchovány 
při teplotě -20 °C do provedení analýzy. 
 
4.2.1.2 Provedení kvantitativní real-time PCR 
      Bezprostředně před použitím byly všechny reagencie i vzorky zcela rozmrazeny (přibližně 20 
minut při pokojové teplotě) a promíchány na vortexu. 
Součástí analytické soupravy je kontrolní sada a detekční sada. Kontrolní sada obsahuje pozitivní 
kontrolu (DNA IC Carrier, tj. pufrační roztok obsahující neinfekční syntetickou DNA s IC sekvencemi a 
poly(A)-RNA) (vnitřní kontrola), která byla použita již při extrakci DNA, dále negativní kontrolu (DNA 
NTC) a 2 kalibrátory (BKV trender High, BKV trender Low). Součástí detekční sady jsou BKV trender 
Master mix (MMx) - tj. tlumicí roztok obsahující nukleotidy, primery/sondu, UDG a DNA polymerázu 
(Taq-polymeráza), roztok MgCl2  (Mg16) a směšovací zkumavku pro přípravu pracovní matice.  
 
4.2.1.2.1 Krok I: Příprava pracovní matice 
1. Zkumavky s BKV trender MMx a Mg 16 byly krátce centrifugovány. 
2. BKV trender MMx a Mg 16 byly odpipetovány do dodané směšovací zkumavky podle 
tabulky 2. 
3. Směs byla promíchána na vortexu, následně krátce zcentrifugována. 
 







4.2.1.2.2 Krok II: Příprava zkumavek k PCR reakci 
1. 25 μl pracovní matice bylo přidáno do potřebného počtu zkumavek „PCR reaction tube“ (tj. 
do reakční zkumavky na extrahované vzorky DNA, pro negativní kontrolu a oba kalibrátory). 
2. Do vyhrazených PCR zkumavek pak bylo přidáno 25 μl extrahovaného klinického vzorku, 25 μl 
BKV trender Low, BKV trender High nebo DNA NTC.    
3. Poté byly zkumavky řádně promíchány, aby obsah zkumavek nezůstal na stěnách. 
 
4.2.1.2.3 Krok III: Amplifikace a kvantifikace DNA 
Před začátkem bylo nutné provést základní nastavení cycleru, nastavit snímání požadovaných kanálů 
(rozmezí vlnových délek pro FAM/Sybr/Green, JOE/Yellow,  ROX/Orange, Cy5/Red), zadat teplotní a 
fluorescenční profil, přiřadit potřebné informace k jednotlivým pozicím v rotoru (kalibrátory, 
negativní kontrola, klinické vzorky) a nastavit parametry pro analýzu (treshold pro BKV a pro vnitřní 
kontrolu). 
      Amplifikace DNA proběhla v cycleru Rotor-Gene™ 3000/6000 za následujících reakčních 
podmínek: první reakční cyklus 5min 37°C, 5min. 95°C., dalších 45 cyklů 30s 95°C a 60s 60°C, 
závěrečný krok 1min na 40°C (obr. 11), reakční objem 50 μl.   
 





1. První krok při teplotě 37 °C je tzv. UDG krok. Probíhá v případě, kdy reagencie obsahují UDG 
(Uracil-DNA-glykosyláza). UDG štěpí kontaminující DNA enzymatickou excizí uridinů, čímž je tato DNA 
destabilizována a dále se neamplifikuje. 
2. Druhý krok trvá 5minut, probíhá při 95 °C a dochází při něm k denaturaci UDG a aktivaci DNA 
polymerázy. 
3. 30 sekund při 95 °C je první krok z opakujících se cyklů, při této teplotě dochází k denaturaci 
templátové dsDNA. 
4. 60°C po dobu 1 minuty jsou reakční podmínky, které dovolují annealing a extenzi primerů pomocí 
DNA polymerázy. 
5. Závěrečný krok  
 
 
Kvantifikace DNA: threshold pro BKV - k dosažení úrovně Ct = 15,7 byl threshold nastaven na BKV 
trender high, NTC treshold =13%, treshold pro vnitřní kontrolu: amplifikační křivka byla označena v 
místě, kde je hodnota Cycle pro BKV trender NTC rovna 30,0. 
Objem vzorku před extrakcí DNA: 200 µl, Eluční objem po extrakci DNA: 60 µl, reakční objem 50 µl.  
 
     Charakteristiky cycleru Rotor-Gene™ 3000/ 6000: 
     LOD za předpokladu 100% výtěžnosti přípravy vzorku a při použití vzorku o objemu 200 μl a eluce 
do 60 μl odpovídá 102 kopií/ml.  
     Kvantitativní rozsah pro affigene® BKV trender je 1,0x103 - 1,0x108 kopií/ml při použití 200 μl séra. 
    Inkluzivita pro affigene® BKV trender: všechny sérotypy viru BKV 1-4 jsou produktem affigene®BKV 
trender detekovány, nejrozšířenější sérotyp BKV - sérotyp 1 je detekován s vyšší účinností než 
sérotypy 3 a 4. 
     Exkluzivita pro affigene® BKV trender posouzena analýzou in silico relevantních patogenů: Nebyla 
zjištěna křížová reaktivita pro: SV40; JCV; HHV-6; HHV-7; HHV-8; VZV; HSV-1; HSV-2; HPV6b; 
Adenovirus typu 2; EBV; CMV; VZV; Candida albicans a Aspergillus niger. 
     Kalibrační křivka: U produktu affigene® BKV trender dva kalibrátory („BKV trender High“ a „BKV 
trender Low“) vytvářejí kalibrační křivku. 







4.2.2 PCR protokol laboratoře Transplantační virologie, Institut pro 
lékařskou mikrobiologii, Basilej  
 
      Vzorek plasmy (cca. 8ml) odebraný do zkumavky na separaci plasmy (EDTA  VACUETTE ®) byl 
centrifugován (1500g, 20min) a supernatant zamražen při -20°C. Po nashromáždění dostatečného 
množství vzorků byly zamražené vzorky na suchém ledu odeslány do Basileje k analýze.  
    DNA byla extrahována ze 400μl vzorku. Analýza proběhla za použití real-time PCR fluorescent 
probe–based assay:  
primer 1: AGCAGGCAAGGGTTCTATTACTAAAT; 
primer 2: GAAGCAACAGCAGATTCTCAACA; 
sonda: AAGACCCTAAAGACTTTCCCTCTGATCTACACCAGTTT 
značená 6-carboxyfluoresceinem na 5´ konci a 6-carboxytetramethylrhodaminem na 3´ konci 
v cycleru ABI PRISM® 7700 Sequence Detection System, Applied Biosystems za následujících 
reakčních podmínek: 1 cyklus při 50°C 2 min, 1 cyklus při 95°C  15 min a 45 cyklů: denaturace při 94°C 
15s, annealing a detekce při 56°C 30s, extenze 76°C 30s, reakční objem 50μl.  
Kvantitativní lineární rozsah pro tuto metodu je 101-107 kopií/reakci (76) (139).  
 
4.3 Statistická analýza 
Pro porovnání výsledků dvou metod byl použit Spearmanův rank-korelační statistický test, 
počítán pomocí (Wessa, P. (2010), Free Statistics Software, Office for Research Development 
and Education, version 1.1.23-r6, URL http://www.wessa.net/) a Bland-Altman plot (MedCalc 
software Belgium, verze 11.1.1.0).  
 
4.4 Výsledky 
     Ze 100 vzorků séra a plasmy odebraných ve stejnou dobu analyzovaných následně podle Affigene® 
BKV trender a Transplantační virologie, Basilej real-time PCR protokolů (Tab.3) bylo 67 vzorků 









Tabulka 3. Výsledky měření použité k hodnocení korelace obou metod  
 

















1 1375 2485 3,138302698 3,395326393 
2 107615 217650 5,03187281 5,337758671 
3 68183 99652 4,833676106 4,998486019 
4 1495480 588952 6,174780609 5,770079901 
5 0 0 0 0 
6 0 0 0 0 
7 0 0 0 0 
8 0 0 0 0 
9 0 214 0 2,330413773 
10 477797 1220000 5,679243419 6,086359831 
11 767018 2130000 5,884805556 6,328379603 
12 6937 4340 3,841171694 3,63748973 
13 0 0 0 0 
14 0 5370 0 3,729974286 
15 0 0 0 0 
16 0 0 0 0 
17 0 0 0 0 
18 0 0 0 0 
19 6330500 21380262 6,801438013 7,330013023 
20 0 0 0 0 
21 0 0 0 0 
22 0 0 0 0 
23 691128 2460000 5,839558488 6,390935107 
24 0 0 0 0 
25 24357 58000 4,386623796 4,763427994 
26 0 0 0 0 
27 0 0 0 0 
28 44000 522000 4,643452676 5,717670503 
29 0 0 0 0 
30 32213 249000 4,508031173 5,396199347 
31 0 0 0 0 
32 1809950 15649721 6,257666578 7,194506599 
33 0 0 0 0 
34 0 0 0 0 
35 0 0 0 0 
36 0 0 0 0 
37 0 0 0 0 
38 0 0 0 0 
39 0 0 0 0 
40 0 0 0 0 
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41 0 0 0 0 
42 16359800 1256100 7,21377799 6,099024216 
43 0 0 0 0 
44 0 0 0 0 
45 0 0 0 0 
46 0 0 0 0 
47 0 0 0 0 
48 1607070 289700 6,206034794 5,461948495 
49 0 910 0 2,959041392 
50 0 0 0 0 
51 0 0 0 0 
52 79530 56197 4,900530982 4,749713132 
53 0 0 0 0 
54 105047 5570 5,021383654 3,745855195 
55 0 0 0 0 
56 0 0 0 0 
57 0 0 0 0 
58 0 0 0 0 
59 64667 8630 4,810682714 3,936010796 
60 15668 133570 4,195013563 5,125708926 
61 16677 10519 4,222117929 4,021974455 
62 0 0 0 0 
63 0 0 0 0 
64 0 0 0 0 
65 0 0 0 0 
66 0 0 0 0 
67 15186 192 4,181443396 2,283301229 
68 378813 11751 5,578424875 4,070074826 
69 0 0 0 0 
70 0 0 0 0 
71 0 0 0 0 
72 0 0 0 0 
73 0 0 0 0 
74 0 0 0 0 
75 95600 55802 4,980457892 4,746649765 
76 1070000 901110 6,029383778 5,954777809 
77 0 120 0 2,079181246 
78 0 0 0 0 
79 0 0 0 0 
80 0 0 0 0 
81 0 0 0 0 
82 0 0 0 0 
83 98560 102690 4,993700695 5,011528154 
84 0 0 0 0 
85 0 0 0 0 
86 14890 47200 4,172894698 4,673941999 
87 880 1390 2,944482672 3,1430148 
88 6122300 1268001 6,786914607 6,103119596 
89 0 0 0 0 
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90 0 0 0 0 
91 0 0 0 0 
92 600 790 2,77815125 2,897627091 
93 2840 3150 3,45331834 3,498310554 
94 0 0 0 0 
95 0 320 0 2,505149978 
96 0 0 0 0 
97 40390 77160 4,606273853 4,887392219 
98 2999800 4900100 6,477092301 6,690204943 
99 101200 666103 5,005180513 5,82354139 





Tabulka 4. Srovnání počtu negativních, hraničních a pozitivních výsledků měřených oběma 
metodami 









(Sérum)   
Shoda v obou 
metodách 
Negativní  69 67 67 
Hraniční  3 8 3 
Pozitivní 28 25 25 
Celkem 100 100 95 
 














Spearmanův korelační koeficient (Rho) byl použit pro porovnání párových hodnot, z nichž alespoň 
jedna byla nenulová, s výsledkem signifikantní korelace: Rho = 0,946, 95% interval spolehlivosti (CI): 
0.920 – 0.963, P<0,0001 (Graf 1).  
 
Graf 1.  Korelace párových hodnot kopií BKV v séru a v plasmě (n=34) 
     Porovnání výsledků BK-virémie vyšetřované v séru a plasmě pomocí Affigene® BKV trender a 
metody vyvinuté laboratoří Transplantační virologie, Basilej. Jednotlivé body v grafu reprezentují 












 Bland–Altman plot analýza rovněž neprokázala signifikantní  rozdíl mezi oběma metodami (bias 
Transplantační virologie, Basilej PCR protokol/Affigene® BKV trender: -0,1 (průměr) *±1.96 SD: -1,6 – 
1,3]) pro obě metody (Graf 2).   
 
Graf 2. Bland-Altman plot 
 
     Osa x zobrazuje průměr hodnot BK-virémie získané oběma metodami (log kopií BKV), osa y pak 
ukazuje rozdíl mezi výsledky BK-virémie získanými oběma metodami (log kopií BKV). Horizontální linie 
označuje průměr rozdílů (plná modrá čára) a plus nebo mínus 1,96 směrodadné odchylky (SD) rozdílů 
(hnědé přerušované linie).  S výsledným log kopií BKV je nadále počítáno jako s přirozeným číslem, 















4.5 Diskuse  
 
    Cílem této studie bylo porovnání výsledků vyšetření BK virémie dle nově zavedeného, komerčně 
dostupného PCR protokolu Affigene® BKV trender v  IKEM s metodou vyvinutou v předním 
evropském virologickém centru (Institute for Medical Microbiology, Transplantation Virology, Basel, 
Switzerland).   
Oba protokoly byly podobné co se týče složení použitých reagencií,  amplifikačních programů, 
detekce a kvantifikace vyšetřované DNA.  Metoda používaná v Basileji je dle autorů podobná 
komerčně dostupnému Taq-Man®Applied Biosystems BKV PCR protokolu (139). Obě metody byly 
založeny na technologii hydrolýzy sondy (hydrolysis probe technology), která využívá 5’-3’ 
exonukleázové aktivity Taq DNA polymerázy a je ozančována jako hydrolýza sondy (hydrolysis probe).  
Tato metoda se ukázala dle výsledků jiných prací být velmi vhodná ke kvantifikaci DNA. PCR 
protokoly, a to jak navržené v jednotlivých centrech („home-made“), tak ty komerčně dostupné, byly 
testovány i k detekci ostatních virů, např. CMV, EBV, HHV6 a BKV  s velmi dobrými výsledky vzájemné 
korelace (Spearmanův korelační koeficient (Rho): 0.85 - 0.98 pro všechny porovnávané metody) 
(140). Naopak Affigene® CMV trender byl v recentní studii porovnáván s Abbott® CMV real-time PCR 
Kit, kde metodou Affigene byly naměřeny signifikantně vyšší počty kopií CMV DNA než při použití 
Abbott CMV real-time PCR kitu bez ohledu na použitou metodiku extrakce DNA (141).  
     V naší studii byla prokázána vysoká míra korelace počtu kopií BK viru vyšetřované výše zmíněnými 
metodami s hodnotou korelačního koeficintu (Rho) = 0,946 při 95% intervalu spolehlivosti (CI): 
0.920 – 0.963. Ani analýza dle Bland-Altmana neprokázala výraznější diskrepance výsledků obou 
metod.   Rozdíly hodnot v rozmezí počtu BKV DNA kopií < 3,0 log nejsou posuzovány jako klinicky 
relevantní (negativní výsledky) a v mnoha případech byly opomíjeny zcela (výsledek zapsán jako 
<1000 kopií/ml), v 5 případech (5%) byla diskrepance v klinicky významném rozmezí (Tab. 3);  u čtyř 
měření by rozdíl hodnot ovlivnil klinický přístup (negativní vs. hraniční virémie: vzorek č. 14, negativní 
vs. pozitivní virémie: vzorek č. 67, hraniční vs. pozitivní virémie: vzorky č. 54, 59). V jednom případě 
(vzorek č.68) rozdíl hodnot v rozmezí pozitivní virémie přesahuje 1.0Log10.  
 
4.6 Shrnutí 
      V rámci své výzkumné práce jsem zavedla Affigene® BKV PCR protokol v IKEM k rutinní 
diagnostice BK virémie a provedla jsem měření 100 vzorků za účelem testování přesnosti nově 
zavedené metody proti metodě vyvinuté a dlouhodobě používané v laboratoři Transplantační 
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virologie Institutu pro lékařskou mikrobiologii, Basilej, která patří mezi světově uznávaná výzkumná a 
referenční centra v oblasti virologie a diagnostiky virových onemocnění.   
Nově zavedená metoda je svými výsledky plně srovnatelná s výsledky analýzy provedené v laboratoři 
Transplantační virologie v Basileji. Na základě výsledků vyšetření této laboratoře byly stanoveny 





























5 Studie 2 
Stanovení prevalence a testování rizikových faktorů replikace 
BK-polyomaviru u pacientů po kombinované transplantaci 
ledviny a pankreatu.  
5.1 Úvod a hypotéza 
BK-virová intersticiální nefritis transplantované ledviny (BKVN) patří u pacientů po transplantaci 
samotné ledviny k hlavním příčinám selhání funkce štěpu (79) (142). Dle recentních terapeutických 
doporučení je nejdůležitějším opatřením včasná redukce dávek imunosupresivních léků, nebot stále 
chybí účinné antivirotikum. Pro včasnou terapeutickou intervenci byla navržena systematická 
skrínigová vyšetření replikační aktivity BK viru na základě PCR metod nebo cytologického vyšetření 
moči. Každá z těchto skríningových metod i algoritmů má své výhody i svá úskalí, doposud však 
nebyla navržena žádná standardizovaná metoda ani algoritmus (80) (126). Kvantifikace BKV DNA 
v plasmě (séru) a/nebo moči však patří mezi nejčastěji doporučované skríningové metody (80) (126) 
(143). Vzhledem k fokálnímu charakteru časných stádií BKVN v histologickém obraze je BK virémie 
>104/mL  persitující déle než 2 týdny posuzována jako “presumptive BKVN” (80) (144).   
 Na rozdíl od příjemců ledviny je BKV infekci a BKVN u pacientů po kombinované transplantaci ledviny 
a pankreatu (SPK) věnováno podstatně méně publikací (133) (135) (136) (137) a data ohledně 
incidence, prevalence a rizikových faktorů jsou nekoherentní.  SPK příjemci se také v mnoha ohledech 
liší od nediabetických pacientů po transplantaci ledviny (např. typem preparátů i intenzitou 
imunosupresivní terapie, rizikem rejekce štěpu pankreatu po případné redukci IS terapie, příjemci 
mají diabetes mellitus 1.typu atd.).  
Data pocházejí převážně z retrospektivních studií a údaje o incidenci i prevalenci BKVN se mezi 
jednotlivými centry velmi liší.  Navíc v žádné z těchto studií nebyla věnována pozornost výskytu a 
časovému průběhu BK-virémie a virurie, což jsou klíčové informace pro návrh systematického 
skíningového protokolu.  
Vzhledem k těmto skutečnostem jsme provedli průřezovou, prospektivní studii replikační aktivity BK 
viru v moči a plasmě a analyzovali jsme rizikové faktory BKV replikace a BKVN u SPK příjemců 
léčených v našem centru.  
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5.2 Metodika  
5.2.1 Provedení studie 
Do studie byli zařazeni všichni pacienti s alespoň jedním funkčním štěpem, kteří podstoupili SPK v 
Institutu klinické a experimentální medicíny (IKEM) v Praze v období 12/1985-03/2008 (n=205; u 179 
pacientů fungovaly oba štěpy, 21 pacientům fungoval pouze štěp ledviny a 5 pacientů bylo 
dialyzováno s funkčním štěpem pankreatu). Pacienti po re-transplantaci ledviny (n=19) a/nebo 
pankreatu (n=3) byli ze studie vyřazeni. Vzorek moči a krve byl získán od zbývajících 183 pacientů při 
rutinní laboratorní kontrole v období 01. Května 2006 – 31. Března 2008. Pacienti, kteří byli nově 
transplantováni v tomto období (n=25) byli do studie zařazeni také. Studie byla řádně schválená 
lokální etickou komisí a od všech zařazených pacientů byl získán informovaný souhlas.         
Počet kopií BKV v moči a plasmě/séru byl kvantifikován pomocí real-time PCR metod, které jsou 
popsané ve studii 1, stanovení virurie probíhalo pouze v laboratoři Transplantační virologie, Basilej.   
Počet kopií <103/mL byl posuzován jako negativní v obou vzorcích, virémie 103-104 kopií/mL jako 
hraniční a  >104 jako pozitivní. Virová nálož BKV v moči 103 - 107 byla posuzována jako hraniční a nad 
107 kopií/mL jako pozitivní nález.  Pacienti s jakoukoli nenulovou hodnotou BK-virémie a/nebo virurie 
byli znovu vyšetřeni po 4-13 měsících, jejich klinický stav a hodnota sérového kreatininu byly znovu 
stanoveny po 6 měsících (Tabulky 7 a 8). Virémie i virurie > 103  kopií/mL byly hodnoceny jako 
pozitivní replikace BKV. Při opakovaně pozitivním nálezu BK-virémie byla provedena biopsie štěpu 
ledviny s barvením na SV40 antigen. Rutinní vyšetření na SV40 u všech biopsií ledvinných štěpů se 
v našem centru provádí až od Února 2009. Pacienti, kteří byli iniciálně negativní v plasmě i v moči, 
byli znovu vyšetřeni cca. po jednom roce.  
5.2.2  Imunosupresivní terapie  
V časném období po transplantaci byly všem pacientům podávány vysoké dávky 
methlylprednisolonu. Indukční léčba proběhla u 173 pacientů; polyklonální protilátky proti T-
lymfocytům byly podány 156 pacientům, OKT3 4 příjemcům a 13 pacientům byl podán daclizumab. 
Protokoly dlouhodobé imunosupresivní terapie (IS) byly celkem 3:  v prvním období (1987-1998) byli 
pacienti léčeni kombinací cyklosporin A (CyA) s azathioprinem nebo mykofenolát mofetilem (MMF) a 
steroidy. V druhém období (1998-2002) byli pacienti léčeni kombinací CyA/MMF nebo tacrolimus 
(Tac)/MMF, steroidy byly vysazeny nejpozději 6 měsíců od SPK, dle protokolu studie EURO SPK 001 
(145). Ve třetím období (2002-2007) IS terapie zahrnovala tacrolimus bud s MMF nebo se sirolimem s 
vysazením steroid do 6 týdnů od SPK dle protokolu studie EURO SPK 002 (146). Iniciální dávkováni 
cyklosporinu A bylo 7 mg/kg/den, plasmatické hladiny byly poté udržovány v rozmezí 150-250 ng/mL 
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prvních 6 měsíců a 100-200 ng/mL později. Tacrolimus byl iniciálně podáván v dávce 0.2 mg/kg/den, 
prvních 6 měsíců byly plasmatické hladiny udržovány v rozmezí 8-15 ng/mL, poté  5-10 ng/mL. 
Počáteční denní dávkování azathioprinu bylo 1-2 mg/kg, MMF 2g/den stabilně po celou dobu 
sledování. Sirolimus byl podáván v iniciální dávce 0,2mg/kg, cílové plasmatické hladiny pak udržovány 
v rozmezí 5-10 ng/mL po celé období.  
 
5.3 Statistická analýza 
Identifikovali jsme pacienty s BKV pozitivitou v plasmě a/nebo v moči a na základě tohoto výsledku 
jsme spočítali průřezovou prevalenci (cross-sectional point-prevalence).  
Rizikové faktory BKV replikace byly analyzovány pro skupinu pacientů transplantovaných v období po 
23.11.1998, kdy začal být v našem centru podáván tacrolimus. Univariantní analýza byla provedena  
pomocí  Mann-Whitney testování pro spojitá data a chí-kvadrát test nebo Fischerův exact test pro 
kategorická data. Faktory asociované s BKVN dle již publikovaných studií a/nebo korelující 
signifikantně s pozitivní BKV-replikací ve výsledcích univariantní analýzy (p < 0,10) byly testovány v 
multivariantním modelu logistické regresní analýzy. Nezávisle proměnnou veličinou byla přítomnost 
BK-virémie a/nebo virurie. BMDP statistický software (BMDP Statistical Software, Inc., UCLA, Los 
Angeles, CA, USA) byl použit pro všechny statistické výpočty.  
 
5.4 Výsledky 
Prevalence BKV-replikace (“point prevalence”) byla analyzována u 183 pacientů, kteří byli 49 
(medián, rozsah 1-250) měsíců od SPK (Tabulka 5). Vzorek moči nebyl získán od 21 pacientů. Virurie 
byla detekována u 28 pacientů (17,3 %; medián počtu BKV DNA kopií v moči 1,16E+04 /mL; rozsah 
(1.42E+03 - 5.0E+08)), virémie byla zjištěna u 7 pacientů (3.8%; medián počtu BKV DNA kopií v 
plasmě 1.46E+03/mL; rozsah (1.1E+03 - 6.0E+06)). Všichni pacienti s pozitivní virémií (n=7) měli 
rovněž pozitivní virurii. Pozitivní virurie >107 kopií/mL byla detekována u 6 pacientů (3,7%; počet 
kopií BKV DNA v moči 7.81E+07/mL; rozsah (1,04E+07 – 5.17E+08)). Virémie >104 byla pozorována u 3 
pacientů (1,6%; 1,6E+04,  5,76E+05  a 5,6E+06 kopií/mL), současně s vysoce pozitivní virurií (5,6E+07, 
>1,0E+08  a 5,2E+08 kopií/mL).  
Iniciálně negativní pacienti v plasmě i v moči (n=129) byli re-testováni po 15 měsících (medián), 
rozsah (8-20 měsíců). Změna směrem k BK-pozitivitě byla zaznamenána u 12 pacientů (což by 
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odpovídalo hodnotě „Incidence-rate“ 0,074 na paciento/rok). Všichni pacienti kromě jednoho měli 
pouze hraniční BKV replikaci v moči a negativní v plasmě, jeden měl hraniční počet BKV DNA v plasmě  
a u jednoho byla potvrzena vysoce pozitivní BK-virurie při negativním nálezu v plasmě. U žádného 
z těchto pacientů nedošlo k rozvoji BKVN.  
 
 
Tabulka 5. Demografická data pacientů a výsledky průřezové prevalenční studie 
 
Počet pacientů 183 
Muži/ ženy  101/82 
Věk(roky) 43±8.6  
Trvání diabetu (roky) 27±7.9  
Doba od 
SPK(měsíce) 49 (1 - 250)* 
Nezávislost  na 
inzulínu 159 (87%) 
Kreatinin (μmol/L)  129 (66-500# )*    
Plazma   
Pozitivní BKV 
replikace (n) 7 (3.8%) 
Kopie/mL 
   1.46E+03                  
(1.1E+03 - 6.0E+06)* 
Vysoce-pozitivní 
replikace (n) 3 (1.6%)  
Hraniční replikace 
(n) 4 (2.2%) 
Moč   
Pozitivní  BKV 
replikace (n) 28 (17.3%)^ 
Kopie/mL 
   1.16E+04                 
(1.42E+03 - 5.0E+08)* 
Vysoce-pozitivní 
replikace (n)  6 (3.7%)^ 
Hraniční replikace 
(n) 22 (13.6%)^ 
BKVN (n)                    
(potvrzená biopsií) 1  (0.5%) 
 
Hodnoty jsou průměr ± SD  
   * medián (rozsah)  
    # pro 5 dialyzovaných pacientů byla hodnota kreatininu 500 µmol/L  
 ^ Vzorek moči nebyl k dispozici od 21 pacientů  
   SPK – Kombinovaná transplantace ledviny a pankreatu 
BKV - polyomavirus BK 
BKVN - polyomavirus BK-associated nephropathy 
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 Relativní distribuce BK-pozitivních a BK-negativních pacientů vztažená k času od transplantace je 
uvedena v grafu 3. Největší procenta pozitivních pacientů se nacházejí v prvních čtyřech intervalech 
(à 2 roky) od transplantace.      
Graf 3. Relativní distribuce BK-pozitivnívh a BK-negativních pacientů vzhledem k času od 
transplantace  
 
     
Rizikové faktory BKV replikace byly analyzovány u 135 pacientů. Posuzovali jsme věk, trvání diabetu, 
trvání dialýzy před transplantací, dobu studené ischémie štěpu ledviny, celkový počet neshod v HLA, 
čas nástupu funkce štěpu (méně vs. déle než 3 dny od SPK), dobu od transplantace, iniciální IS (Tac 
vs. CyA), nutnost antirejekční terapie, IS v době odběru vzorků (Tac vs. CyA) a hodnotu sérového 
kreatininu v čase studie (Tabulka 6). V univariantní analýze vyšel signifikantní rozdíl mezi BKV-
pozitivní vs. BKV-negativní skupinou ve 3 veličinách (trvání diabetu a dialýzy před transplantací a 
opožděný nástup funkce štěpu ledviny) (Tabulka 6), pouze trvání diabetu před SPK (OR 5.24, 95% CI 
(1.22-22.6), p= 0.028) a opožděný nástup funkce štěpu ledviny (OR 3.38, 95% CI (1.38-8.24), p= 
0.0085) však byly v multivariantní analýze nezávisle asociovány s replikací BKV.  Na rozdíl od výsledků 
z jiných center typ IS nevyšel jako nezávislý rizikový faktor a nebyl rovněž signifikantní rozdíl v počtu 




Tabulka 6. Charakteristiky  BKV-pozitivních a BKV-negativních pacientů 
 
n=135 
  BKV pozitivní                              
        (n=36)           
BKV negativní                  
         (n=99)                Hodnota - P  
Muži/ženy 19/17  59/40 0.478  
Věk (roky) 44±8.5 42±8.4 0.186  
Trvání diabetu (roky) 28.8±8.2 25.8±7.5 0.044  
Trvání dialýzy (měs.) 13.8±15 8.1±10.7 0.026  
Studená ischémie (hod.) 11.3±4.1 10.5±3.5 0.399  
Počet HLA neshod 5±1 4.7±1 0.128  
Opožděný*/okamžitý  
nástup funkce štěpu (n) 14/22 18/81 0.012  
Doba od SPK (měs.) 47(2-96)** 43(0.6-106)** 0.516  
Iniciální  imunosuprese (n)        
Tac/CyA 26/10 55/44 0.081  
Antirejekční terapie (n) 2/34 15/84 0.233  
Imunosuprese v době 
studie(n)        
Tac/CyA  27/9 62/37 0.18  
Kreatinin (μmol/l) 
118 (60 – 500)** 
1 patient on 
dialysis 
126 (69 – 500) ** 
2 patients on 
dialysis 0.913  
     
Data jsou průměr ± směrodatná odchylka     
* více než 3 dny     
**medián (rozsah)      
Tac = tacrolimus;  CyA = cyklosporin A     
 
 
Laboratorní parametry a klinický průběh u pacientů s prokázanou hraniční replikací BKV 
Laboratorní výsedky a klinická data 22 pacientů s hraniční BK virurií-medián (rozsah) 6.77E+03 
(1.08E+03 - 1.57E+06) kopií/mL – v prevalenční průřezové studii jsou shrnuta v tabulce č. 7. Kromě 
pacienta č. 4 měli tito pacienti negativní virémii. Vzhledem k nízkému počtu BKV DNA v moči a 
nepřítomnosti replikace viru v plasmě nebyly u těchto pacientů prováděny žádné změny v IS režimu. 
Při následující kontrole po medián (rozsah) 11.5 (8-13) měsíců u žádného pacienta nedošlo k nárůstu 
virurie k vysoce pozitivním hodnotám, virurie byla negativní u 11 (50%) pacientů a všichni měli při 
této kontrole negativní virémii. Klinicky signifikantní vzestup hodnot plasmatického kreatininu (≥ 
20%) na konci studie (6 měsíců po re-testování) nastal u dvou pacientů (č. 3 a 6). Oba tito pacienti 
však byli v době re-testování PCR-negativní, zhoršení funkce štěpu bylo proto připisováno jiným 
příčinám (chronická rejekční nefropatie u jednoho a kombinace chronických rejekčních změn a 




Tabulka 7. Demografické údaje pacientů s iniciálně hraniční hodnotou BK virurie 
  
 
Tac - tacrolimus, CyA - cyklosporin A, Aza - azathioprin, MMF - mykofenolát mofetil, Siro - sirolimus 
IS - imunosuprese        
 
     Laboratorní výsledky a klinická data pacientů s pozitivní BKV replikací jsou uvedena v tabulce 8.  
Vysoce pozitivní virurie a zároveň virémie potvrzená opakovaným vyšetření byla popsána u dvou 
pacientů (pacienti č. 5 a 6). U pacienta č. 5 byly redukovány dávky IS (tacrolimu i MMF) a podáván 
cidofovir, vysoce pozitivní virurie i virémie však i u tohoto pacienta přetrvávaly a v biopsii byla 
potvrzena BKVN stádium B. Během 6 měsíců od posledního kontrolního vyšetření u tohoto pacienta 
byla stabilní funkce štěpu pouze s mírným nárůstem hodnoty sérového kreatininu. 
Pacient č. 6 měl persistující vysoké hodnoty virurie i virémie, tj.“presumptive BKVN”, i přes snížení 
dávky tacrolimu a podávání cidofoviru u něj došlo k progresi dysfunkce štěpu a jeho selhání 19 
měsíců o prvního záchytu vysoké replikační aktivity BKV. BKVN byla s nejvyšší pravděpodobností 
příčinou ztráty funkce štěpu u tohoto pacienta, i když v opakovaných  biopsiích nebyl nikdy zachycen 
SV40T antigen a byly zde popsány pouze chronické, T-buňkami zprostředkované rejekční změny s 
těžkou intersticiální fibrozou. Ani v explantovaném štěpu nebyly popsány známky BKV replikace. 







































1 F 33 15 87 <1.0E+03 7.38E+03 164 12 <1.0E+03 2.43E+04 148 170 CyA, MMF
2 F 39 25 30 <1.0E+03 1.79E+05 105 11 <1.0E+03 2.21E+04 93 90 Tac, MMF
3 F 52 44 10 <1.0E+03 1.13E+05 120 12 <1.0E+03 <1.0E+03 193 230 Siro, MMF
4 F 53 41 3 1.16E+03 7.84E+05 100 11 <1.0E+03 2.9E+04 84 92 Tac, MMF
5 F 40 22 4 <1.0E+03 1.59E+04 95 12 <1.0E+03 1.2E+05 100 89 Tac, MMF
6 F 36 21 250 <1.0E+03 5.07E+03 220 11 <1.0E+03 <1.0E+03 230 310 CyA, Aza
7 F 40 25 64 <1.0E+03 1.27E+03 160 12 <1.0E+03 <1.0E+03 152 140 Siro, MMF
8 F 64 38 62 <1.0E+03 1.16E+04 148 13 <1.0E+03 <1.0E+03 150 160 CyA, MMF
9 F 31 15 43 <1.0E+03 1.57E+06 132 11 <1.0E+03 1.1E+05 160 130 Tac, MMF
10 F 45 30 89 <1.0E+03 4.34E+03 121 12 <1.0E+03 3.1E+03 111 129 Tac, MMF
11 M 35 21 112 <1.0E+03 1.3E+03 191 12 <1.0E+03 <1.0E+03 105 150 CyA, MMF
12 M 41 26 126 <1.0E+03 1.24E+03 114 10 <1.0E+03 <1.0E+03 120 130 CyA, Aza
13 M 48 43 82 <1.0E+03 1.63E+04 139 12 <1.0E+03 1.57E+03 128 132 Tac, MMF
14 M 33 22 56 <1.0E+03 8.11E+04 136 13 <1.0E+03 5,00E+04 153 160 CyA, MMF
15 M 45 27 76 <1.0E+03 1.37E+03 150 8 <1.0E+03 <1.0E+03 147 138 CyA,MMF
16 M 54 25 83 <1.0E+03 9.34E+03 105 12 <1.0E+03 <1.0E+03 110 103 Tac, MMF
17 M 38 23 84 <1.0E+03 1.77E+03 104 11 <1.0E+03 <1.0E+03 88 88 CyA, MMF
18 M 54 22 86 <1.0E+03 6.15E+03 105 10 <1.0E+03 3.91E+03 92 95 CyA, MMF
19 M 48 46 53 <1.0E+03 4.1E+03 122 9 <1.0E+03 6.04E+03 117 109 CyA, MMF
20 M 46 24 49 <1.0E+03 1.68E+03 129 10 <1.0E+03 7.7E+03 96 104 Tac, MMF
21 M 45 30 33 <1.0E+03 2.12E+05 147 13 <1.0E+03 <1.0E+03 143 143 Tac, MMF
22 M 61 39 19 <1.0E+03 1.08E+03 140 11 <1.0E+03 <1.0E+03 115 122 CyA, MMF
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U ostatních pacientů nebylo popsáno zhoršení funkce štěpu. Vysoce pozitivní virurie a virémie u 
pacienta č. 3 a virurie u pacienta č. 1 byly pouze přechodné. Všichni výše zmiňovaní pacienti mají 
výbornou funkci štěpu pankreatu a v čase studie byli nezávislí na inzulínu. 
 
Tabulka 8. Demografické údaje pacientů s pozitivní BKV replikací  
 
 
* 19 měs. po prvním testování došlo k selhání štěpu , graftektomie byla provedena 8 měs. po začátku 
dialýzy , Tac - tacrolimus, Aza - azathioprine, MMF - mykofenolate mofetil, Siro - sirolimus         
** Staging BKVN dle (94)         
    
5.5 Diskuse 
Hlavním cílem této prospektivní studie bylo zjistit četnost výskytu a rizikové faktory replikace BKV v 
populaci SPK příjemců v našem transplantačním centru. Na rozdíl od množství publikovaných 
informací o BKV infekci u převážně nediabetických příjemců samotné ledviny, nejsou k dispozici 
systematická data o průběhu BKV replikace a BKVN u SPK příjemců. Při porovnání s výsledky 
průřezových studií u pacientů po transplantaci ledviny vyšly u našich pacientů srovnatelná četnost i 
hodnoty BK virurie, ale nižší výskyt i hodnoty BK virémie (83) (144) (147). Incidence-rate nově vzniklé 
BKV pozitivity při opakování odběrů u iniciálně negativních pacientů byla velmi nízká.   
Pro srovnání, incidence biopticky verifikované BKVN u SPK příjemců provedené převážně jako 
retrospektivní sledování v jiných centrech byly 2,9% (133) – 7,5% (136). V našem centru nebyla 
incidence studována retrospektivně, nicméně případy biopticky verifikované BKVN s následným 
selháním funkce štěpu a re-transplantací (5 případů BKVN u 14 pacientů z celkem 16 re-transplantací) 
ukazují, že i v našem centru patří BKVN mezi významné příčiny ztráty funkce štěpu ledviny u SPK 
příjemců. Vzhledem k poznatku, že konečné stádium BKVN (stádium C dle (94)) může být 





































1 M 32 24 14 1.1E+03 1.04E+07 97 6 <1.0E+03 8.56E+05 117 122 Tac, MMF neprovedeno
2 F 35 23 5 1.62E+03 2.33E+07 123 6 2.56E+03 3.47E+07 120 115 Tac, Siro neprovedeno
3 M 49 29 87 1.56E+04 5.61E+07 110 6 5.28E+03 1.52E+05 124 130 Tac, Aza neprovedeno
4 M 51 33 17 1.29E+03 >1.0E+08 165 6 1.25E+03 1.02E+08 172 165 Tac, Siro neprovedeno
5 F 42 36 4 5.76E+05 >1.0E+08 118 4 2.11E+06 4.1E+10 124 138 Tac, MMF B**
6 M 37 29 35 5.6E+06 5.17E+08 133 4 1.37E+05 1.16E+07 180 290* Tac, MMF negativní
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zavedeno až v Únoru 2009, došlo v našem centru velmi pravděpodobně k podhodnocení počtu BKVN 
jako příčiny selhání funkce štěpu.  
Nízká prevalence vysoce pozitivní BKV replikace i BKVN v naší recentní studii může ukazovat i na její 
snižující se výskyt v SPK populaci. Myslíme si, že tento trend je patrný také při porovnání výsledků 
předchozích studií. Např. výsledky studií University of Tennessee, Memphis a University of California, 
San Francisco, které byly provedeny v období 1994-1998 (136) a  1996-2002 (135) ukazují relativně 
shodně vyšší incidenci BKVN (7,5 a 6,2%).  
Zvyšující se povědomí o problematice BKV infekce a zkušenosti s preventivními a terapeutickými 
přístupy mohly již sehrát roli ve snížení výskytu BKVN, které je dokumentováno v novějších studiích. 
Gupta et al. (133) z University of Pittsburg Medical Center a nejnovější práce Ison et al. (137) z 
Northwestern University Chicago již popisují v obdobích 2001-2004 a 2000-2006 incidenci BKVN 
pouze 1,4% a 4,4%.  
 Pokud se tento trend potvrdí v dalších studiích, měly by být ozřejmeny příčiny tohoto příznivého 
vývoje. Z mnoha zkoumaných faktorů, které ovlivnují riziko replikace BKV, přicházejí v úvahu zejména 
změny v cílových hladinách dlouhodobé imunosupresivní terapie a ústup od dlouhodobého podávání 
kortikoidů.  
Porovnáním stupně IS v jednotlivých centrech se ukazují rozdíly v intenzitě dlouhodobé IS terapie a 
cílových hladinách IS preparátů; ve studii University of Tennessee transplant center (136) bylo riziko 
vzniku BKVN signifikantně vyšší u SPK příjemců ve srovnání s pacienty po transplantaci ledviny (7,5% 
vs. 1%).  Signifikantní rozdíl mezi oběma skupinami byl i v cílových hladinách IS peparátů, kdy u SPK 
příjemců byly cca. o 1/3 vyšší než u příjemců samotné ledviny.  
V obou centrech, která popisovala vyšší výskyt BKVN byla používána trojkombinace IS preparátů, 
která zahrnovala steroidy (135) (136) nebo sirolimus (135). Dadhania et al. (148) ve své studii 
prokázal, že k nezávidlým rizikovým faktorům vzniku BKVN u příjemců ledviny patří indukční léčba 
ATG a dlouhodobé podávání kortikoidů.  Zajímavým výsledkem bylo, že i v případě podání ATG při 
časném vysazení kortikoidů riziko BKV replikace podstatně kleslo.  
Dávka kortikoidů (konkrétně Prednisonu) se při analýze retrospektivních studií také ukázala být 
rizikovým faktorem BKVN u příjemců ledviny (102).   
Kortikoidy nebyly v dlouhodobém IS režimu vůbec podávány v období nízké incidence BKVN 
popisované ve studii University of Pittsburg Medical Center (133) ani ve studii Ison et al. (137).  Role 
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kortikoidů jako významného rizikového faktoru vzniku BKVN se zdá být podporována i nízkou 
prevalencí BKV pozitivity v našem centru, kdy ve druhém i třetím odbobí dlouhodobé IS terapie bylo 
úhelným kamenem časné vysazení kortikoidů (do 6 měsíců a poté i do 6 týdnů od SPK).  
U SPK příjemců chybí porovnání jednotlivých IS preparátů s ohledem na riziko BKV replikace. 
Výsledky publikované pro populaci pacientů po transplantaci ledviny ukazují, že podávání 
jednotlivých IS preparátů není signifikantně asociováno s vyšším rizikem BKV replikace ani BKVN, ale 
kombinace tacrolimu a MMF je již významně rizikovější oproti kombinaci CyA a MMF (149) (150) 
(151). K podobným výsledkům dospěla i randomizovaná studie Brennan et al. (81), kde virurie byla 
nejvyšší u pacientů léčených kombinací Tac/MMF a nejnižší u těch léčených CyA-MMF.  
Léčba tacrolimem byla rovněž signifikantním rizikovým faktorem pozitivní BK-virurie i BK-virémie v 
longitudinální prospektivní studii Bressollette-Bodin et al. (83) a také rizikovým faktorem biopticky 
verifikované BKVN ve studii Manitpisitkul et al. (102) a Mengel et al. (152).   
Dadhania et al. (148) nicméně neprokázal žádný rozdíl míry rizika BKV replikace v dávkování ani v 
cílových hladinách u BKV-pozitivních vs. BKV-negativních pacientů. V naší studii nebylo podávání 
tacrolimu v iniciálním ani dlouhodobém IS režimu asociováno se signifikantně vyšším rizikem BKV 
replikace v porovnání s CyA. Tato pozorování ukazují, že dlouhodobé cílové hladiny IS ovlivnují 
podstatněji riziko BKV replikace a BKVN u SPK příjemců než volba jednotlivých IS preparátů s 
výjímkou steroidů.  
Přestože výše diskutované rozdíly v imunosupresivní terapii mohou být hlavními důvody nízké 
prevalence pozitivní BKV replikace a BKVN v porovnání s daty získanými od pacientů po transplantaci 
samotné ledviny (144) (147) (153), musejí být brány v úvahu i jiné faktory, které mohou intenzitu 
replikace BKV ovlivnit. Patří k nim i fakt, že naše studie měla průřezový (a ne longitudinální) design, 
což může vest k podhodnocení četnosti výskytu transientní pozitivity. Graf 3 také ukazuje, že 
signifikantní počet našich pacientů byl vyšetřován v době, kdy už se nacházel mimo období nejvyššího 
rizika (0-2 roky od SPK) (80). Nicméně, nízký věk dárců (154) a velmi krátká doba studené ischémie 
(83) u našich SPK přijemců mohli rovněž sehrát roli v nízké četnosti BKV infekce, neboť vice než 80% 
dárců bylo ve věkové kategorii 12-17 a 18-35 let, t.j. s nejnižším odds ratio rizika léčby pro BKVN ve 
studii publikované Schold et al. (154), která byla postavena na zhodnocení dat z US Scientific Registry 
of Transplant Recipients.  
Ze dvou klinických faktorů (trvání diabetu a trvání dialýzy před transplantací) asociovaných v naší 
studii v univariantní analýze s vyšším rizikem replikace BKV vyšel po provedení multivariantního 
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testování pouze “trvání diabetu před SPK” jako nezávislý rizikový faktor. Pokud bychom mohli 
spekulovat o významu tohoto zjištění, jednalo by velmi pravděpodobně o dlouhodobě negativní 
působení diabetu na metabolismus a funkce imunitního systému. Diabetes mellitus vyšel jako 
nezávislý faktor BKVN v některých studiích, které se zabývaly analýzou rizikových faktorů (136), 
zdaleka ne všechny práce však tento závěr potvrzují (147).   
Z dalších klinických parametrů souvisejících s provedením transplantace vyšel v multivariantní 
analýze jako nezávislý rizikový faktor BKV replikace opožděný nástup funkce štěpu ledviny (déle než 3 
dny), což zřejmě reflektuje potenciálně permisivní prostředí pro replikaci BKV v terénu ischemicko-
reperfuzního poškození štěpu.  Podobné vysvětlení bylo nabízeno v dřívějších pracích pro asociaci 
BKVN s vyšším počtem HLA neshod nebo předchozích epizod akutní rejekce a antirejekční terapie 
(80). V naší studii jsme nicméně neprokázali vztah BKV positivity a trvání studené ischémie, což 
nejspíše souvisí s celkově krátkou dobou studené ischémie u většiny našich SPK příjemců ve srovnání 
s jinými centry (83).   
 Časná diagnostika BKV infekce je klíčová pro úspěšnou léčbu, která spočívá převážně ve včasné 
redukci dávek IS terapie. Ke splnění tohoto požadavku je nutné provádění pravidelných skríningových 
vyšetření BKV replikace, jako např. cytologie moči (na přítomnost decoy buněk) nebo vyšetření 
virurie, popřípadě méně rozšířené vyšetření množství VP-1 mRNA v moči, navržené Hirschem et al. 
(80) pro všechny pacienty po transplantaci ledviny. Optimální skríningové procedury, klinicky 
relevantní práh počtu kopií BKV-DNA popř. decoy buněk nebo VP-1 mRNA nutné ke včasné a 
ekonomicky efektivní diagnostice BKV infekce stejně jako intervaly vyšetření je nutné teprve stanovit 
na základě výsledků prospektivních randomizovaných studií.   
Z již publikovaných studií však jasně vyplývá, že kvantitativní PCR vyšetření plasmy a/nebo moči svou 
senzitivitou i prediktivní hodnotou převyšují cytologické vyšetření moči (144). V případě SPK příjemců 
musíme u pacientů, kteří mají drenáž exokrinního vývodu pankreatu na močový měchýř, brát v úvahu 
ještě další úskalí cytologického vyšetření moči (138).   
Vzhledem k poznatku, že virurie předchází o několik týdnů vzniku virémie i biopticky prokazatelné 
BKVN (76) se zdá být právě BK-virurie nejlepším skríningovým testem, i když senzitivita i specificita 
BK-virémie je podstatně vyšší (79) (80).  
V ideálním případě by se mělo začít se skríningem již v časném období po transplantaci, nebot aktivní 
BKV infekce se objevila během prvních 3 měsíců u 80% pacientů s prokázanou BKV IgG pozitivitou 
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(83) a poté opakovat vyšetření každý měsíc během prvních 6 měsíců. Při vyšetřování každé 3 měsíce 
může totiž dojít k promeškání vzniku některých případů BKVN (155). 
Dle recentní prospektivní studie (153) detekce pozitivní BK-virurie ve dvou nebo více po sobě 
následujících vzorcích (persistentní BK-virurie) byla asociována se signifikantně vyššími hladinami BKV 
DNA v moči a měla také podstatně vyšší specificitu a pozitivní prediktivní hodnotu pro pozitivní BK-
virémii a BKVN než pozitivita pouze jednoho vzorku (transientní BK-virurie). Pouze persistentní BK-
virurie by se tak mohla stát spolehlivým ukazatelem, který by umožnil časné odhalení pacientů s 
vysokým rizikem vzniku BKVN.  Přestože jsme neprováděli systematický skríning BKV replikace v naší 
SPK populaci, zdají se být i takto získaná data konsistentní s tímto poznatkem. U žádného z 22 
pacientů, u kterých byla prokázaná hraniční BK-virurie v iniciální studii nedošlo k progresi virurie ani 
virémie během doby sledování. Průkaz transientní nízce pozitivní BK-virurie proto velmi 
pravděpodobně neimplikuje nutnost dalšího invazivního vyšetřování nebo dokonce zásahu do 
imunosupresivní terapie. Naše výsledky také mohou poukazovat na na vyšší výtěžnost a úsporu 
prostředků, pokud bychom založili skríning spíše na testování BK-virémie.  
 
5.6 Shrnutí 
Tato studie je jedna z mála, která prospektivním způsobem analyzuje četnost BK-virurie a virémie u 
pacientů po kombinované transplantaci ledviny a pankreatu v jednom transplantačním centru. 
Prevalence (resp. “point – prevalence”) vysoce pozitivní BK-virurie, virémie (“presumptive BKVN”) a 
biopticky prokázané BKVN byly velmi nízké. Jako nezávislé rizikové faktory BKV replikace byly pomocí 
multivariantní analýzy identifikovány dva parametry, a to trvání diabetu mellitu prvního typu před 







6 Studie 3 
Retransplantace ledviny po selhání štěpu na podkladě BKVN: 
efektivní terapeutický postup u pacientů po kombinované 
transplantaci ledviny a pankreatu (SPK). 
 
6.1 Úvod a hypotéza  
BKVN postihuje 1-10%  pacientů po transplantaci ledviny (80) a patří mezi hlavní příčiny ztráty funkce 
štěpu. Vzhledem k tomu, že zatím stále chybí specifická léčba, hlavním terapeutickým přístupem 
zůstává včasná redukce dávek imunosupresivních preparátů. Mnoho případů BKVN je 
diagnostikováno až v pokročilém stádiu, kdy se již manifestuje dysfunkce stěpu (stádium B dle 
Drachenbergové (94) s difůzním postižením inteticia). Zlepšení této situace je možné pouze 
zavedením pravidelného skríningového testování, neboť při pokročilém postižení štěpu (BKVN 
stádium B) dochází i přes léčbu v minimálně 50% k selhání štěpu, při průkazu stadia C (tubulární 
atrofie a intersticiální fibróza) selhává dokonce až 90% štěpů (156).   
Retransplantace ledviny (reTx) po selhání na podkladě BKVN se nabízí jako metoda volby, nicméně 
vzhledem k nízkým počtům těchto pacientů v jednotlivých centrech je publikováno o této populační 
skupině velmi málo údajů a některé otázky týkající se této specifické problematiky zůstávají 
nezodpovězeny (129) (157).   
K hlavním problémům patří zejména otázky, zda je nutné provést pre-emptivní nefrektomii před 
plánovanou reTx a nebo spíše dočasně redukovat dávku IS terapie za účelem snížení replikace BKV a 
odstranění možného zdroje infekce pro nový štěp, či zda je nutné po reTx upravit IS léčbu. Tyto 
otázky jsou ještě naléhavější v případě SPK příjemců, kde při zachované funkci štěpu pankreatu 
nepřipadá v úvahu výraznější redukce IS po selhání ledviny.  
Jak je již diskutováno ve studii 2, o průběhu BKV infekce a BKVN bylo až doposud publikováno velmi 
omezené množství informací. O reTx ledviny u SPK příjemců je dostupných informací ještě daleko 
méně, většinou se jedná o retrospektivní analýzy charakteru kazuistik (129) (130) (158).  
Cílem naší práce bylo popsat zkušenosti našeho centra s reTx ledviny po slehání funkce na podkladě 




6.2 Metodika  
Provedli jsme retrospektivní zhodnocení pěti případů retransplantace ledviny (reTx) u čtyř pacientů 
s diabetem mellitem 1.typu (M/Ž 2/2, věk medián (rozsah) 36 (27-52) let, trvání diabetu 22 (17-26) 
let), kteří podstoupili SPK v IKEM v období 1999-2002.  
 Demografické a klinické charakteristiky první transplantace a reTx jsou shrnuty v tabulkách 9 a 10.  
 
6.3 Výsledky  
BKVN byla biopticky verifikována 20 (8-22) měsíců od SPK a ve většině případů byla diagnostikována 
ve stádiu B (156) (Obr. 12). I přes úpravy IS terapie u všech pacientů (tj. snížení dávky, vysazení MMF 
a převod pacienta na terapii sirolimem v jednom případě a přechod z CyA na azathioprin u dalšího 
pacienta) a podávání cidofoviru u jednoho pacienta (40 mg - 0,54mg/kg každé 2 týdny), došlo u všech 
pacientů k selhání štěpu za 29 (23-39) měsíců po SPK a 13 (1-23) měsíců od potvrzení diagnózy BKVN.  
Po celou dobu klinického sledování nebylo zaznamenáno zhoršení funkce štěpu pankreatu a všichni 
pacienti zůstali nezávislí na inzulínu.  
Obr. 12. BKVN stádium B dle (156) přítomné v době potvrzení diagnózy u většiny našich pacientů  
        A     
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     B                                                                                                                                                                                                                                                      
 
A – Tubulární epitelie s intranukleárními virovými inkluzemi (označené šipkami)               
B - Intranukleární virové inkluze (označené šipkou) a dominující difůzní intersticiální zánětlivý infiltrát         
A+B – Základní barvení hematoxylin-eozinem                                                          
C - Imunohistochemický průkaz viru protilátkou proti SV40T antigenu 
   C 
 




Všichni pacienti podstoupili reTx ledviny 36 (27-63) měsíců od SPK. Pacienti 1 a 4 byli 
retransplantováni před zahájením dialyzační terapie a graftektomie byla provedena až v jedné době s 
reTx.  U pacientů 2 a 3 byla provedena pre-emptivní nefrektomie a byli dialyzováni 9 a 18 měsíců 
před reTx.  
U pacienta 1 BKVN rekurovala 6 měsíců a k selhání nového štěpu došlo 1 rok po první reTx i přes 
změnu IS terapie (redukce dávky tacrolimu, převod z MMF na sirolimus, vysazení prednisonu). Po 
selhání byla provedena pre-emptivní nefrektomie druhého štěpu, pacient byl dialyzován a až po 
určité době byla provedena druhá reTx (tabulka  9).  
 
 Tabulka 9. Demografické a klinické charakteristiky SPK pacientů s BKVN    
 
MP: methylprednisolon, ATG: antithymocytární globulin,      
Tac: tacrolimus, MMF: mykofenolát mofetil, CyA: cyklosporin A,  Aza: azathioprine, Siro: sirolimus,    
IS: imunosuprese, Red: redukce, NE: nefrektomie, reTx: retransplantace ledviny, měs.: měsíce  
* Období po první reTx u pacienta 1 není uvedeno     
 
Všichni pacienti byli k datu 30/09/2007 nezávislí na inzulínu a bez potřeby dialyzační léčby. Klinické a 
laboratorní charakteristiky pacientů po reTx jsou shrnuty v tabulce 10.  Doba sledování je 30 (9-55) 
měsíců od poslední reTx. Dlouhodobá IS terapie je u většiny pacientů založena na kombinaci 
tacrolimus/sirolimus; pacient 1 je léčen kombinací CyA/MMF. U pacienta 4 byla zjištěna vysoce 








































1 (SPK) M 21 35 Tac, MMF 3.75g MP 21 B Red IS 6 0 0 27
1 (první  
reTx)        -      -       -
Tac, MMF, 
Prednison   1.5g MP 6 B
Převod MMF/ 
Siro, Red Tac, 
vysazení 
Prednisonu 6 25 15 37
2 Ž 23 52 Tac, Siro 0 22 A Red IS 1 17 9 40
3 M 26 37 CyA, MMF
0.5g MP, 




Cidofovir 19 24 18 63
4 Ž 17 27 Tac, MMF 0 8 B Red IS 23 0 0 31
medián 
(rozsah) 22(17-26) 36(27-52) 21(8-22)*  13(1-23)* 36(27-63)*
75 
 
Tabulka 10. Klinické a laboratorní parametry po retransplantaci ledviny     
 
 
CyA: cyklosporin A, MMF: mykofenolát mofetil, Siro: sirolimus, Tac: tacrolimus 
*Opožděný nástup funkce štěpu u pacienta 3 na podkladě akutní tubulární nekrózy   
 
6.4 Diskuse 
Po retransplantaci ledviny při selhání funkce štěpu na podkladě BKVN je nutné počítat s potenciálním 
rizikem rekurence. Přestože dle doposud publikovaných údajů nebyla rekurence závažnějším 
problémem (postihla pouze 2 z 15 pacientů), může být její četnost vyšší než výskyt BKVN u pacientů 
po první transplantaci (157).   
Dle konsensu mezinárodního shromáždění expertů (80) by retransplantace neměla proběhnout v 
období aktivní replikace BKV. Poklesu počtu kopií BKV DNA lze dosáhnout redukcí nebo úplným 
vysazením IS terapie společně s podáváním antivirotik nebo pre-emptivní ureteronefrektomií 
selhaného štěpu. U SPK příjemců lze s ohledem na funkční štěp pankreatu uvažovat pouze o druhé 
možnosti, nebot významná redukce či úplné vysazení IS by ohrozilo funkci pankreatu.  
Nevýhody a potenciální rizika vyplývající z dalšího chirurgického výkonu jsou vyvažována benefitem 
pre-emptivní nefrektomie v podobě velmi rychlého poklesu virémie, neboť dle studie Funka et al. 
(131) dochází po odstranění selhaného štěpu k poklesu BK-virémie v řádu hodin k nulovým hodnotám 
a tento pokles nezávisí na stupni imunosuprese.  
Pokud zvolíme k dosažení poklesu BK-virémie pouze redukci dávek IS terapie, je v tomto případě 
nutné dlouhodobé sledování trendu virémie.  
Ne všichni však souhlasí s tvrzením, že by se mělo přistoupit k reTx až v období negativní BKV 
replikace. Womer et al. (130) popsali kazuistiku 2 pacientů (jeden pacient po transplantaci ledviny, 
druhý byl SPK příjemce) u kterých byla provedena pre-emptivní reTx ledviny od žijícího dárce v době 
pozitivní BK-virémie. U žádného z nich nedošlo k rekurenci BKVN a oba měli 21 a 12 měsíců od reTx 
Pacient č. IS po reTx












1 (Druhá reTx) CyA, MMF 140 <10E+03 9,07E+03 39
2 Tac, Siro 128 <10E+03 <10E+03 20
3 Tac, Siro         211* <10E+03 <10E+03 9
4 Tac, Siro 195 7,60E+03 1,30E+08 55
medián 
(rozsah)




stabilní dobrou funkci ledviny. Dle autorů byl přínos pre-emptivní retransplantace bez nutnosti 
dialyzační léčby z hlediska dlouhodobé funkce štěpu vyšší než potenciální riziko rekurence. Nižší míra 
ischemicko-reperfuzního poškození, méně epizod akutní rejekce a vyšší počet shod v HLA systému v 
případě transplantace ze žijících versus z kadaverozních dárců jsou faktory, které byly rovněž brány 
do úvahy při posuzování rizika rekurence BKVN.  
Naše výsledky poskytují v porovnání se sděleními z ostatních center relativně extenzivní zkušenosti 
doposud publikované, i když doba sledování u jedoho z pacientů je pravděpodobně příliš krátká na 
to, abychom spolehlivě vyloučili relaps BKVN. Vzhledem k nízkému počtu pacientů nelze provést 
exaktní statistickou analýzu, nicméně ani naše pozorování nepodporuje pre-emtivní retransplantaci v 
období aktivní BKV replikace. Tento postup selhal u pacienta 1, jehož kazuistika již byla dříve 
publikována (159), u kterého došlo k relapsu BKVN 6 měsíců po pre-emptivní reTx.  V druhém případě 
provedení pre-emptivní reTx (pacient 4) byla u tohoto pacienta v době studie přítomná nízce 
pozitivní virémie, vysoce pozitivní virurie a zhoršená funkce štěpu (tabulka 10) i když ani v jedné ze 
dvou biopsiích provedených 6 a 30 měsíců po reTx nebyla diagnostikována BKVN (v obou případech 
byly SV40T negativní). Všechny renální štěpy našich příjemců pocházely od zemřelých dárců. Přestože 
nemáme srovnání se skupinou příjemců štěpů od živých dárců a musíme připustit určité výhody 
tohoto typu transplantace, výsledky získané v našem centru podporují doporučení pre-emptivní 
nefrektomie před reTx.  
6.5 Shrnutí  
Retransplantace ledviny po selhání štěpu na podkladě BKVN je metodou volby i u SPK příjemců.   
Přestože stále chybí ověření randomizovanými studiemi a je mnoho okolností, které ovlivnují vznik 
produktivní BKV infekce ve štěpu, ukazují naše výsledky na nutnost redukce replikační aktivity BKV 
před retransplantací. Snížení replikační aktivity lze docílit dvěma způsoby; skrze redukci IS terapie 
a/nebo pre-emptivní ureteronefrektomií selhaného štěpu (158). V případě SPK příjemců je s ohledem 
na zachovanou funkci štěpu pankreatu ureteronefrektomie metodou volby, případná redukce IS musí 
být provedena velmi opatrně, pokud vůbec. V období retransplantace i po ní by mělo být 
samozřejmostí pravidelné sledování počtu kopií BKV DNA v plasmě a/nebo v moči, aby byla včas 






7 Závěrečné shrnutí  
     Problematika BKV infekce u pacientů po transplantaci ledviny a pankreatu je doposud málo 
prozkoumaná, nicméně ani při relativně malém počtu pacientů, u kterých byla v naší studii pozitivita 
BK viru diagnostikována, není rozhodně zanedbatelná. Včasným terapeutickým zásahem lze totiž 
zabránit ztrátě funkce ledvinného štěpu při minimálním riziku vzniku akutní rejekce štěpu pankreatu.  
Po selhání štěpu ledviny na podkladě BKVN je re-transplantace metodou volby. 
 
Přínosem mé práce bylo zavedení diagnostické metody BK virémie v našem centru a ověření její 
přesnosti, čímž mohly proběhnout následující fáze studie, tj. zjištění prevalence BKV infekce u SPK 
příjemců, analýza rizikových faktorů a terapeutických přístupů u BKV-pozitivních pacientů.  
  
Vzhledem k přínosu včasné redukce imunosuprese již ve fázi vzestupu BK-virémie nejlépe před 
rozvojem BKVN jsem rovněž zavedla v našem centru skríningový program BK-virémie u SPK příjemců, 
který vychází z doporučení panelu expertů pro příjemce samotné ledviny (80).  
 
Do budoucna se chci věnovat prospektivnímu sledování pacientů s pozitivními výsledky skrínigového 
vyšetření BK-virémie, optimalizaci terapeutických přístupů při prokázané BKV infekci, hledání nových 
rizikových faktorů replikace BK viru a v neposlední řadě prognostickým ukazatelům vývoje funkce 
štěpu u pacientů s již prokázanou BKVN.  Bez zajímavosti není ani vztah BKV a jiných oportunních 
infekcí (CMV, bakteriálních infekcí) a hodnocení rizika replikace BK viru u pacientů po transplantaci 
jiných orgánů (samotného pankreatu, Langerhansových ostrůvků, samotné ledviny od žijícího dárce 
(v kombinaci s faktem, že příjemce je diabetik atd.). 
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sufficient for publication  
 
Reviewer(s)' Comments to Author:  
Reviewer: 1  
Comments to the Author  
I think that this is good to go.  
 
Reviewer: 2  
Comments to the Author  
Thanks you for allowing me to re-review the paper by Mindlova and 
colleagues.  This study reports on a point prevalence study - as such, this 
cannot define risk factors but can only help develop hypotheses.  The 
authors still are relatively concrete; the paper needs to contextualize 
findings with limitations of study methods further.  
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